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SOMMAIRE 
 
 
Les cycles biogéochimiques des éléments chimiques jouent un rôle essentiel dans le 
fonctionnement et l'évolution de tous les écosystèmes. Les éléments essentiels pour la vie sont les 
macro et micronutriments. Au niveau planétaire, la production primaire est principalement 
limitée par la biodisponibilité de l'azote et du phosphore. Dans la forêt boréale, l'azote est 
l'élément le plus souvent reporté comme limitant la production primaire. Paradoxalement, la 
quantité d'azote dans les sols boréaux est élevée. Cependant, l'azote se rencontre sous des formes 
très récalcitrantes (l'azote organique présent dans la couche de litière), difficilement accessibles 
par la biosphère. Les formes d'azote facilement mobilisables ainsi que l'entrée de nouvel azote 
par fixation biologique sont donc essentielles à la production primaire. La fixation d'azote est 
effectuée par des bactéries fixatrices symbiotiques et/ou non-symbiotiques, grâce à une métallo-
enzyme, la nitrogénase. Étant donné que cette réaction est très coûteuse énergétiquement et que la 
disponibilité des métaux, tel que le cofacteur métallique (par exemple molybdène) joue un rôle 
important dans cette réaction, ce processus peut être limité par la biodisponibilité du phosphore et 
du molybdène. L'effet de l'azote et du phosphore sur la production primaire est bien connu dans 
la littérature. Cependant, peu d'informations sont encore disponibles sur le rôle de la 
biodisponibilité des métaux sur le processus de fixation d'azote et en conséquence sur le contrôle 
de la croissance de la forêt. 
 
Mieux comprendre les facteurs contrôlant la fixation d'azote en milieu boréal revêt également une 
importance capitale afin de mieux évaluer la réponse des écosystèmes au changement climatique. 
En effet, les effets du changement climatique restent très débattus. Cependant, la majorité de la 
communauté s'accorde sur le fait que la disponibilité de l'azote pour les plantes jouera un rôle de 
premier plan dans cette réponse. L'impact du changement climatique sur le couplage 
carbone/azote peut être très varié et difficile à prédire avec certitude.  
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Dans le cadre des recherches présentées ici, l'objectif de notre travail a été de comprendre le rôle 
des métaux dans la fixation d'azote en milieu boréal dans un contexte du changement climatique. 
Il est possible de distinguer deux formes majeures de fixation d'azote; premièrement, la fixation 
symbiotique d'azote chez les plantes supérieures. La deuxième forme est la fixation non-
symbiotique d'azote dans les sols notamment la couche de litière de feuilles où l'activité des 
bactéries fixatrices non-symbiotiques d'azote est plus active. La fixation non-symbiotique d'azote 
est particulièrement importante pour apporter l'azote nécessaire en forêt boréale. Cependant, notre 
connaissance sur l'impact du réchauffement climatique sur la fixation non-symbiotique d'azote 
reste également limitée. 
 
Dans un premier temps, nous avons évalué l'effet de la limitation en azote sur l'homéostasie 
métallique de l'aulne, principale plante fixatrice d'azote en milieu boréal, dans un contexte de 
changement climatique simulé par une augmentation de la concentration de CO2.  
 
Dans un deuxième temps, nous avons étudié le relargage des nutriments au cours d'une saison de 
décomposition de la litière de feuilles dans la forêt tempérée froide. En effet, il a été démontré 
que la fixation d'azote dans les litières en milieu tempéré est limitée par la disponibilité en 
phosphore mais également en molybdène. Cette limitation est fortement influencée par le type de 
couvert végétal et présente une dynamique saisonnière. La qualité des litières ainsi que la 
dynamique des nutriments durant la décomposition de la litière ont donc été proposées comme 
mécanismes importants contrôlant l'émergence de la limitation en phosphore et/ou molybdène. 
Cependant, bien que la libération de l'azote et du phosphore durant la décomposition soit bien 
documentée, la relation entre la libération des éléments (P et métaux) et la fixation non-
symbiotique d'azote a été peu explorée. Les résultats de ce projet nous ont permis de comprendre 
comment la dynamique des métaux lors de la décomposition des litières peut influencer la 
fixation non-symbiotique d'azote. La démonstration de l'importance des métaux traces sur le 
contrôle des processus de fixation d'azote amène inévitablement à s'interroger sur les mécanismes 
permettant l'acquisition de ces éléments par les organismes fixateurs. Les métaux dans le sol 
peuvent être des ions solubles, peu solubles et/ou insolubles. La complexation d'ions métalliques 
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solubles avec la matière organique insoluble réduit leur biodisponibilité, tandis que la formation 
de complexes organiques solubles peut augmenter leur biodisponibilité. Dans cette matrice 
complexe qu'est le sol, l'acquisition de métaux essentiels tels que le molybdène peut donc être un 
réel défi. Il a été démontré au cours des dernières années que les organismes fixateurs d'azote 
non-symbiotiques utilisent des mécanismes très spécifiques pour contrôler l'acquisition du 
molybdène et soutenir la fixation d'azote. Ainsi Azotobacter vinelandii, produit des métallophores 
capables d'influencer la spéciation extracellulaire de molybdène afin de mieux contrôler son 
acquisition. Dans le cas de la fixation symbiotique d'azote de tels mécanismes n'ont pas encore 
été caractérisés pour l'acquisition du molybdène. Cependant, l'aulne, comme d'autres plantes, est 
capable de former des symbioses avec des champignons mycorhiziens dont l'importance pour la 
nutrition en azote et en phosphates des plantes n'est plus à démontrer. Ces champignons sont 
fortement impliqués dans le recyclage de la matière organique et sont connus pour produire une 
grande diversité de sidérophores (potentiellement métallophores). Le rôle des champignons 
mycorhiziens dans la nutrition minérale soutenant la fixation d'azote demeure peu exploré.  
 
Le dernier objectif de ce projet de doctorat consistait ainsi à tenter d'identifier et caractériser les 
sidérophores chez diverses souches de champignons, notamment les champignons mycorhiziens. 
Les résultats de cette partie nous ont aidés à comprendre l'effet des microorganismes sur la 
dynamique des métaux via la production de métallophores. 
 
L'ensemble des résultats obtenus dans cette thèse nous a permis de mieux comprendre 
l'importance de la symbiose actinorhizienne dans la réponse de l'aulne au changement climatique. 
Ils ont également permis de mieux comprendre l'importance de la dynamique des 
micronutriments durant la décomposition de la litière sur l'émergence de la limitation en 
phosphore et en molybdène de la fixation non-symbiotique d'azote. Enfin, nous avons exploré la 
présence de métallophores chez les champignons mycorhiziens. 
 
Mots clés : Biogéochimie, Dynamique des métaux, Changement climatique, Symbiose, Fixation 
d'azote, Métallophores. 
vi 
 
REMERCIEMENTS 
 
 
Près de trois ans et demi après mon arrivée au laboratoire, j'aimerais profiter de cette occasion 
pour remercier les personnes qui m'ont aidé au cours de ces années et qui m'ont permis de mener 
à bien ce travail. Ce travail a été réalisé au laboratoire de Biogéochimie des écosystèmes 
continentaux au département de chimie de l'université de Sherbrooke, dirigé par Pr. Jean-Philippe 
Bellenger. 
 
Je tiens à exprimer ma profonde reconnaissance à mon directeur de thèse, le Professeur Jean-
Philippe Bellenger pour m'avoir accueillie dans son laboratoire pour réaliser ce travail; pour 
m'avoir dirigé pendant ces années malgré ses autres obligations qui se sont faites de plus en plus 
pesantes. Je le remercie pour son soutien, son investissement dans mon travail, son immense 
disponibilité, sa bienveillance et la patience dont il a fait preuve. Je le remercie pour sa confiance 
qu'il m'a accordée tout au long de ce travail, et pour les encouragements qu'il n'a cessé de 
m'apporter pour la réalisation de ce dernier. Je le remercie de m'avoir supporté, surtout mon 
accent français pendant ces années qui ont passé très vite… Merci beaucoup pour tout. 
 
J'aimerais aussi remercier sa femme, Mme. Aurélie Bellenger, pour son accueil chaleureux et les 
supers moments que nous avons passés chez eux. Grâce à elle nous ne nous sommes pas sentis 
trop loin de nos familles. 
 
Je remercie mon co-superviseur, le Professeur Sébastien Roy et ses étudiants pour m'avoir montré 
les différentes méthodes biologiques utiles dans mon projet de recherche; pour m'avoir donné les 
conseils sur mon projet qui m'ont permis d'en apprendre beaucoup sur des domaines qui étaient 
pour moi inconnus, ceux de la biologie. 
 
vii 
 
Je remercie également les membres de mon jury, le président de mon jury le Professeur Patrick 
Ayotte, le Professeur Pedro Alejandro Segura, la Professeure Gessie Brisard, ainsi que le membre 
externe de mon jury le Professeur Claude Fortin pour avoir accepté de lire et évaluer mon travail. 
 
Je remercie le Docteur René Gagnon, coordonnateur du laboratoire de Spectrométrie de Masse, 
qui était comme un collègue, un professeur ou je peux dire un ami pendant ces années. Grâce à 
lui, j'ai découvert le laboratoire; je le remercie pour son aide et ses précieux conseils dans 
l'utilisation des appareils analytiques. Je le remercie également pour ses encouragements et sa 
disponibilité. 
 
Je remercie le Docteur Thomas Wichard notre collaborateur à Jena, Friedrich-Schiller-Universität 
Jena, pour m'avoir accueillie pendant presqu'un an dans son laboratoire, pour ses conseils qui 
m'ont permis d'en apprendre beaucoup sur le domaine des statistiques. Je remercie tout le 
personnel de son laboratoire et surtout le groupe de mes amis français à Jena, avec qui je ne me 
suis jamais sentie seule dans cette ville.  
 
Je remercie le Professeur Pedro Alejandro Segura pour m'avoir permis d'utiliser son appareil 
Orbitrap avec l'aide précieuse de son étudiant à la maîtrise Marc-André Lecours. 
 
Je remercie : Regina Zamojska et Michel Trottier pour m'avoir aidé pendant mes démonstrations 
pour les travaux pratiques; le Professeur François Malouin pour avoir accepté d'être membre du 
jury pour mon examen général; le Professeur Vincent Burrus pour ses conseils sur ma recherche 
lors de mon séminaire III. 
 
C'est au tour de mes collègues et mes amis, je ne vous ai pas oublié. Je souhaiterais remercier 
l'ensemble des étudiants du laboratoire (seniors et juniors). 
 
Mes premiers amis québécois Marie-Eve Jean et Patrick Allard pour m'avoir fait découvrir ce 
pays.  
viii 
 
Christelle Jouogo Noumsi, Romain Darnajoux et Lounes Haroune, nous avons passé près de 
quatre ans ensemble au laboratoire. J'ai passé des moments inoubliables avec pleins de bons 
souvenirs avec vous, le travail, les manipulations, les pauses étaient agréables grâce à vos 
présences. 
 
Je remercie mon stagiaire, Sébastien Bruno, pour son travail formidable dans l'avancement du 
projet des litières. 
 
Je remercie tout le personnel du département, les personnes que j'ai contacté pendant ces années 
et les personnes que j'ai rencontré, croisé dans les couloirs (chimie, biologie), dans les 
conférences, et les journées scientifiques. 
 
Je remercie très chaleureusement tous ceux qui ont eu le courage de corriger et relire et relire et 
relire ... ma thèse avant que je la dépose : Christelle Jouogo Noumsi (Fabuleuse), Marion Belka 
(Merveilleuse) et Charline Bringuier (Admirable) alors que vous avez eu beaucoup de 
manipulations au laboratoire. 
 
Je remercie beaucoup ma famille sans qui je ne serais pas arrivée jusque-là. Merci de m'avoir 
donné le courage de faire une thèse si loin de chez moi. 
 
Et pour finir, j'aimerais remercier mes parents, et surtout exprimer ma plus profonde 
reconnaissance et mon amour à ma chère maman. Merci pour tous les sacrifices faits pour que 
j'arrive jusqu'ici. Merci de m'avoir toujours soutenue et d'avoir supporté l'éloignement pendant 
ces années. Merci d'être toujours présente. 
 
Finalement, ce doctorat n'aurait pu être réalisé sans le support financier du programme de Chaires 
de Recherche du Canada (CRC) et le Conseil de Recherches en Sciences Naturelles en Génie du 
Canada (CRSNG). 
ix 
 
TABLE DES MATIERES 
 
 
SOMMAIRE .................................................................................................................................. III 
REMERCIEMENTS ......................................................................................................................VI 
TABLE DES MATIERES .............................................................................................................IX 
LISTE DES ABRÉVIATIONS .................................................................................................... XII 
LISTE DES FIGURES ................................................................................................................. XV 
LISTE DES TABLEAUX ........................................................................................................ XXIII 
INTRODUCTION ............................................................................................................................ 1 
SYNTHÈSE BIBLIOGRAPHIQUE ET PROBLÉMATIQUE DU PROJET DE RECHERCHE .. 1 
I. Le changement climatique ....................................................................................................... 1 
II. Les effets du changement climatique sur la production primaire ............................................ 2 
III. Les changements climatiques et les forêts du Canada ............................................................. 3 
IV. L'homéostasie des métaux ........................................................................................................ 9 
HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS DU PROJET DE RECHERCHE .............................................. 12 
CHAPITRE 1. NOTIONS THÉORIQUES .................................................................................... 17 
1.1. Les cycles biogéochimiques ............................................................................................... 17 
1.2. Les microorganismes du sol ............................................................................................... 24 
1.3. Les organismes étudiés ....................................................................................................... 28 
CHAPITRE 2. MÉTHODES ET MATÉRIELS (BIOLOGIE) ...................................................... 32 
2.1. Culture de la symbiose aulne/Frankia ............................................................................... 32 
2.2. Préparation des litières de feuilles pour les expériences de décomposition ....................... 39 
2.3. Microorganismes ................................................................................................................ 41 
2.4. Milieux de culture .............................................................................................................. 45 
MÉTHODES ET MATÉRIELS (CHIMIE) ................................................................................... 49 
2.5. Préparation des échantillons ............................................................................................... 49 
2.6. Principe des appareils ......................................................................................................... 57 
MÉTHODES ET MATÉRIELS (ANALYSES STATISTIQUES) ............................................... 65 
x 
 
2.7. Analyse statistique des données d'étude de l'aulne (chapitre 3) ......................................... 65 
2.8. Analyse statistique d'étude de la litière (chapitre 4) ........................................................... 66 
CHAPITRE 3. EFFET DE CONCENTRATION ÉLEVÉE EN CO2 SUR L'HOMÉOSTASIE 
DES MÉTAUX ET LA SYMBIOSE ACTINORHIZIENNE CHEZ L'AULNE .......................... 67 
3.1. Résumé ............................................................................................................................... 67 
3.2. Introduction ........................................................................................................................ 68 
3.3. Résultats ............................................................................................................................. 71 
3.4. Discussions ......................................................................................................................... 83 
3.5. Conclusion .......................................................................................................................... 90 
CHAPITRE 4. DYNAMIQUE DE RELARGAGE DES NUTRIMENTS LORS DE LA 
DÉCOMPOSITION DES LITIÈRES DE FEUILLES EN FORÊT TEMPÉRÉE FROIDE ......... 91 
4.1. Résumé ............................................................................................................................... 91 
4.2. Introduction ........................................................................................................................ 93 
4.3. Objectifs et problématiques du projet de recherche ........................................................... 98 
4.4. Résultats et Discussions 1 : Effet de la biodiversité des litières sur la décomposition de la 
litière et le relargage des nutriments ............................................................................................ 102 
4.5. Résultats et Discussions 2 : Effet de la concentration en azote (déposition d'azote) sur la 
décomposition et le relargage de nutriments par des litières de résineux. ................................... 118 
CHAPITRE 5. IMPORTANCE DES MÉTALLOPHORES POUR LA DYNAMIQUE DES 
MÉTAUX ..................................................................................................................................... 138 
5.1. Résumé du chapitre .......................................................................................................... 138 
5.2. Introduction ...................................................................................................................... 139 
5.3. Objectifs et problématiques du projet de recherche ......................................................... 143 
5.4. Identification d'un nouveau sidérophore chez le champignon saprophyte (Cladosporium 
cladosporioides) ........................................................................................................................... 147 
5.5. Recherche de nouveaux sidérophores chez les champignons ectomycorhiziens pertinents 
pour la symbiose actinorizienne (Alpova diplophloeus) .............................................................. 156 
5.6. Rôle des métallophores dans la compétition pour l'acquisition des métaux cofacteurs de la 
nitrogénase (Azotobacter vinelandii / Azotobacter chroococcum) .............................................. 165 
xi 
 
CONCLUSION ............................................................................................................................ 182 
BIBLIOGRAPHIE ....................................................................................................................... 185 
ANNEXES ................................................................................................................................... 199 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xii 
 
LISTE DES ABRÉVIATIONS 
 
 
% pourcentage 
 taux de croissance 
° degré 
°C degré Celsius 
µg/L microgramme par litre 
µl microlitre 
µm micromètre 
µmoles.photons.m
-2
.s
-1
 micromoles de photons par mètre carré par seconde 
A. Alnus et Azotobacter 
ADN acide désoxyribonucléique 
APC  analyses en composantes principales 
ARA Acetylene Reduction Assay 
ARN acide ribonucléique 
ATP adénosine triphosphate 
CAP analyse canonique de coordonnée principale 
CAS chrome azurole sulfonates 
CCT cellule de collision 
CLR Centered Log-Ratio 
cm centimètre 
cm
2 
centimètre carré 
CPG chromatographie en phase gazeuse 
Da dalton 
DO densité optique 
ECM ectomycorhizien 
ESI ionisation par électronébuliseur 
xiii 
 
FID détecteur à ionisation de flamme 
g gramme 
g/L gramme par litre 
GIEC groupe d'experts intergouvernemental sur l'évolution du climat 
h heure 
ha hectare 
HLB Hydrophilic-Lipophilic Balance 
HPLC chromatographie en phase liquide à haute performance 
ICP/MS spectrométrie par torche à plasma 
IDENT International Diversity Experiment Network with Trees 
IPCC  Intergovernmental Panel On Climate Change 
K Kelvin 
kg.ha
-1
.an
-1
 kilogramme par hectare par an 
Ks constante de stabilité 
L litre 
LC chromatographie en phase liquide 
LOD limite de détection 
M molaire 
m/z masse sur charge 
m
3
 mètre cube 
mbar millibar 
min minute 
ml millilitre (10
-3
 litre) 
ml/min millilitre par minute 
mM millimolaire 
mm millimètre 
MNM Melin Norkran modifié par Marx 
mol/L mole par litre 
MS spectrométrie de masse 
xiv 
 
NADH nicotinamide adénine dinucléotide hydrogène  
nm nanomètre 
PC coordonnées principales 
PCV Packed Cell Volume  
pg picogramme 
pH potentiel hydrogène 
ppb partie par billion (µg/L) 
ppm partie par milion (mg/L) 
ppt partie par trillion (ng/L) 
Q quadripôle 
Qmétal quotas cellulaires du métal 
rpm rotation par minute 
s seconde 
sp. espèce 
SPE Solide Phase Extraction 
spp. espèce pluriel 
ssp. sous-espèce (pluriel) 
t temps 
TOF temps de vol 
UPLC chromatographie en phase liquide ultra performance 
UV spectroscopie ultraviolet-visible 
v/v volume/volume 
 
 
 
 
 
 
 
xv 
 
LISTE DES FIGURES 
 
 
Figure 1. Forêt boréale mondiale .................................................................................................... 4 
 
Figure 2. Deux voies d'entrée d'azote biodisponible pour la production primaire au sol ............... 6 
 
Figure 3. Équilibre entre de la production primaire et la décomposition de la matière organique. 8 
 
Figure 4. Acquisition de différentes formes du fer. ...................................................................... 11 
 
Figure 5. Cycle des métaux dans la forêt. ..................................................................................... 13 
 
Figure 6. Place de la biogéochimie en science .............................................................................. 17 
 
Figure 7. Cycle simplifié du carbone terrestre. ............................................................................. 19 
 
Figure 8. Cycle simplifié de l'azote ............................................................................................... 21 
 
Figure 9. Fixation biologique d'azote atmosphérique par la nitrogénase ...................................... 22 
 
Figure 10. Symbiose actinorhizienne (aulne + Frankia) ............................................................... 28 
 
Figure 11. Distribution des aulnes dans le monde. ....................................................................... 29 
 
Figure 12. Graines sur boîte de Pétri contenant le gel de germination (1er jour). ........................ 33 
 
Figure 13. Plantules d'aulne après un mois de germination sur boîtes de Pétri. ........................... 35 
xvi 
 
Figure 14. Huit pots magenta dans un bac en polycarbonate, prêt à être placés dans la chambre de 
croissance. ..................................................................................................................................... 36 
 
Figure 15. Croissance de l'aulne en symbiose avec Frankia en pots magenta. À gauche les 
plantules après 2 semaines d'inoculation avec Frankia, à droite les plantes à la fin de la durée de 
croissance. ..................................................................................................................................... 37 
 
Figure 16. Dernier jour de croissance avant la dissection ............................................................. 38 
 
Figure 17. Sacs contenant les litières placés sur le sol dans un bac en polycarbonate.................. 41 
 
Figure 18. Cellule de co-culture de croissance de microorganismes. ........................................... 44 
 
Figure 19. Illustration schématique d'un détecteur à ionisation de flamme (FID) ........................ 59 
 
Figure 20. Illustration schématique d'une source d'ionisation par électronébuliseur (ESI) .......... 61 
 
Figure 21. Illustration schématique d'un analyseur à temps de vol en mode linéaire (TOF) ........ 62 
 
Figure 22. Illustration schématique d'un filtre de masse quadripolaire (Q) .................................. 63 
 
Figure 23. Illustration schématique d'une source d'ICP ................................................................ 64 
 
Figure 24. Biomasse des plantes (A. rugosa) cultivées en absence (-F) et en présence (+F) de 
Frankia, sous faible concentration d'azote exogène (-N, 5 ppm) et haute concentration d'azote 
exogène (+N, 45 ppm), à concentration ambiante de CO2 (-CO2, 400 ppm) et à concentration 
élevée de CO2 (+CO2, 1000 ppm). ................................................................................................ 73 
 
xvii 
 
Figure 25. Distribution de la biomasse (exprimée en pourcentage de la biomasse totale, A. 
rugosa) aux nodules (rose), racines (violet), tiges (orange) et feuilles (vert). Les plantes ont été 
cultivées en absence (-F) et en présence (+F) de Frankia, sous faible concentration d'azote 
exogène (-N, 5 ppm) et haute concentration d'azote exogène (+N, 45 ppm), à concentration 
ambiante de CO2 (-CO2, 400 ppm) et à concentration élevée de CO2 (+CO2, 1000 ppm).. ......... 74 
 
Figure 26. (A) Taux de fixation de N2 (nmol C2H4/min/g) chez A. rugosa normalisée à la 
biomasse des nodules. (B) Biomasse de nodules (mg). (C) Taux de fixation de N2 (nmol 
C2H4/min/plant) normalisé à la biomasse des plantes. Toutes ces mesures ont été réalisées sous 
faible concentration d'azote exogène (-N, 5 ppm) et haute concentration d'azote exogène (+N, 45 
ppm), la concentration ambiante de CO2 (-CO2, 400 ppm) et la concentration élevée de CO2 
(+CO2, 1000 ppm).. ....................................................................................................................... 76 
 
Figure 27. (A) Résultats de l'ACP pour tous les traitements, n = 1-8 réplicats biologiques, le 
pourcentage de la variance expliqué par PC1 et PC2 est indiqué sur les axes. (B) Résultats de la 
CAP (analyse discriminante) pour l'ensemble de données en présence de Frankia divisé en quatre 
groupes (tissus de plantes) avec deux axes (canonique 1 et 2) montrant les différences entre les 
groupes. (C) Corrélation de plusieurs éléments (variables) avec les deux axes de CAP (canonique 
1 et 2, graphique B). ...................................................................................................................... 78 
 
Figure 28. Concentration des éléments dans les tissus. (A) phosphore, (B) molybdène, (C) 
manganèse, (D) fer, (E) magnésium. La plante cultivée en absence (-F) et en présence (+F) de 
Frankia, sous faible concentration d'azote exogène (-N, 5 ppm) et haute concentration d'azote 
exogène (+N, 45 ppm), la concentration ambiante de CO2 (-CO2, 400 ppm) et la concentration 
élevée de CO2 (+CO2, 1000 ppm). ................................................................................................ 82 
 
Figure 29. Facteurs influençant la décomposition de la litière. .................................................... 94 
 
xviii 
 
Figure 31. Séparation des groupes pour l'ensemble des données analysées par ICP/MS avec la 
transformation CLR en utilisant le logiciel de Codapack. .......................................................... 106 
 
Figure 32. Indice de perte du phosphore au sol de la litière (mélange de 2 et 4 espèces) lors de la 
décomposition sur l'axe de gauche, concentration (g élément/g litière) du phosphore dans la litière 
(mélange de 2 et 4 espèces) lors de la décomposition sur l'axe de droite. .................................. 107 
 
Figure 33. Indice de perte du molybdène au sol de la litière (mélange de 2 et 4 espèces) lors de la 
décomposition sur l'axe de gauche, concentration (g élément/g litière) du molybdène dans la 
litière (mélange de 2 et 4 espèces) lors de la décomposition sur l'axe de droite. ........................ 108 
 
Figure 34. Concentrations (g élément/g litière) des micronutriments des litières (feuillus et 
résineux) lors de la décomposition, (A) aluminium, (B) cobalt, (C) cuivre, (D) fer, (E) 
manganèse, (F) titane, (G) vanadium, (H) zinc ........................................................................... 110 
 
Figure 35. Indice de perte des micronutriments des litières (feuillus et résineux) au sol lors de la 
décomposition, (A) aluminium, (B) cobalt, (C) cuivre, (D) fer, (E) manganèse, (F) titane, (G) 
vanadium, (H) zinc ...................................................................................................................... 111 
 
Figure 36. (A) Concentrations (g élément/g litière) du magnésium des litières (feuillus et 
résineux) lors de la décomposition, (B) indice de perte du magnésium au sol des litières (feuillus 
et résineux) lors de la décomposition .......................................................................................... 113 
 
Figure 37. Indice de perte du phosphore des litières (feuillus et résineux) au sol lors de la 
décomposition sur l'axe de gauche, concentration (g élément/g litière) du phosphore dans les 
litières (feuillus et résineux) lors de la décomposition sur l'axe de droite. ................................. 114 
 
Figure 39. Parc du Bois Beckett (A, B), (A) pourcentage de masse sèche restée dans la litière 
(résineux) lors de la décomposition, (B) perte de biomasse (g) de la litière (résineux) lors de la 
xix 
 
décomposition. Parc de la Yamaska (C, D), (C) pourcentage de masse sèche restée dans la litière 
(résineux) lors de la décomposition, (D) perte de biomasse (g) de la litière (résineux) lors de la 
décomposition. ............................................................................................................................ 119 
 
Figure 40. Parc du Bois Beckett, indice de perte des micronutriments des litières (résineux) au sol 
lors de la décomposition : (A) aluminium, (B) cobalt, (C) titane. .............................................. 121 
 
Figure 41. Parc du Bois Beckett, indice de perte des micronutriments des litières (résineux) au sol 
lors de la décomposition : (A) cuivre, (B) magnésium, (C) manganèse, (D) zinc. ..................... 122 
 
Figure 42. Parc de la Yamaska, indice de perte des micronutriments des litières (résineux) au sol 
lors de la décomposition : (A) aluminium, (B) cobalt, (C) titane, (D) zinc ................................ 123 
 
Figure 43. Parc de la Yamaska, indice de perte des micronutriments des litières (résineux) au sol 
lors de la décomposition : (A) cuivre, (B) magnésium, (C) manganèse ..................................... 124 
 
Figure 44. Parc du Bois Beckett, (A) concentration (g élément/g litière) du phosphore dans les 
litières (résineux) lors de la décomposition en présence de différentes concentrations d'azote 
ajoutées. (B) Indice de perte du phosphore des litières (résineux) au sol lors de la décomposition 
en présence de différentes concentrations d'azote ajoutées. ........................................................ 128 
 
Figure 45. Parc de la Yamaska, (A) concentration (g élément/g litière) du phosphore dans les 
litières (résineux) lors de la décomposition en présence de différentes concentrations d'azote 
ajoutées. (B) Indice de perte du phosphore des litières (résineux) au sol lors de la décomposition 
en présence de différentes concentrations d'azote ajoutées. ........................................................ 129 
 
Figure 46. Parc du Bois Beckett, (A) concentration (g élément/g litière) de molybdène dans les 
litières (résineux) lors de la décomposition en présence de différentes concentrations d'azote 
xx 
 
ajoutées. (B) Indice de perte du molybdène des litières (résineux) au sol lors de la décomposition 
en présence de différentes concentrations d'azote ajoutées. ........................................................ 130 
 
Figure 47. Parc de la Yamaska, (A) concentration (g élément/g litière) de molybdène dans les 
litières (résineux) lors de la décomposition en présence de différentes concentrations d'azote 
ajoutées. (B) Indice de perte du molybdène des litières (résineux) au sol lors de la décomposition 
en présence de différentes concentrations d'azote ajoutées. ........................................................ 131 
 
Figure 49. Parc du Bois Beckett (A, B) et parc de la Yamaska (C, D). (A, C) Concentration (g 
élément/g litière) de vanadium dans les litières (résineux) lors de la décomposition en présence de 
différentes concentrations d'azote ajoutées. (B, D) Indice de perte du vanadium des litières 
(résineux) au sol lors de la décomposition en présence de différentes concentrations d'azote 
ajoutées. ....................................................................................................................................... 134 
 
Figure 50. Mécanismes de transport du fer : A) système « navette », B) système « taxi ». ....... 140 
 
Figure 51. Classification des sidérophores selon la fonction chimique. ..................................... 140 
 
Figure 52. Structure de la pyoverdine ......................................................................................... 141 
 
Figure 53. Chromatogrammes obtenus par UHPLC/Q/TOF-MS. (A) Champignons cultivés en 
condition optimale de croissance à [Fe] = 3x10
-5
 M et (B) champignons cultivés sous faible 
concentration de fer [Fe] < 6x10
-7
 M. Les composés d'intérêts sont marqués par des étoiles. ... 151 
 
Figure 54. Spectres de masse (m/z = 600 - 800) des composés identifiés (1) et (2) obtenus par 
ESI/MS en mode positif. (A) Pic de m/z = 718 correspondant au ligand libre et (B) pic de m/z = 
771 correspondant au complexe avec le fer [M - 3H + Fe + H]
+
. Dans les deux spectres des 
adduits de sodium ont été aussi observés .................................................................................... 153 
 
xxi 
 
Figure 55. Chromatogrammes obtenus par UHPLC/Q/TOF-MS. (A) Champignons cultivés sous 
faible concentration de fer, R1 = 1,30 min, R2 = 1,39 min, (B) standard de desferricrocine, R1 = 
1,32 min, (C) co-injection de l'échantillon et du standard, R1 = 1,31 min, R2 = 1,40 min. ....... 154 
 
Figure 56. Chromatogrammes obtenus par UHPLC/Q/TOF-MS. (A) Champignons cultivés en 
concentration normale de fer (3x10
-5 
M), R = 1,4 min, (B) champignons cultivés sous faible 
concentration de fer (< 6x10
-7
 M), R = 1,4 min, (C) standard de N6-succinyl adénosine R = 1,4 
min. Zoom : spectres de masse (m/z = 381 - 388) de composé identifié obtenu par ESI/MS en 
mode positif ................................................................................................................................. 159 
 
Figure 57. Structure du N6-succinyl adénosine. ......................................................................... 160 
 
Figure 58. Structure de l'acide aspartique. .................................................................................. 161 
 
Figure 59. Structure de l'acide citrique........................................................................................ 164 
 
Figure 60. Courbes de croissance des bactéries en log10 pendant 80 h à 620 nm, (A) A. vinelandii 
OP : condition contrôle en absence et présence d'acide tannique, (B) A. vinelandii OP : condition 
compétition en absence et présence d'acide tannique, (C) A. chroococcum B3 : condition contrôle 
en absence et présence d'acide tannique, (D) A. chroococcum B3 : condition compétition en 
absence et présence d'acide tannique. ......................................................................................... 171 
 
Figure 61. Quotas cellulaires de fer (entre 13-40 h, DO620nm = 0,1-1,3) au cours de la croissance, 
(A) Fe, A. vinelandii OP : en absence et présence de compétiteur et d'acide tannique. (B) Fe, A. 
chroococcum B3 : en absence et présence de compétiteur et d'acide tannique. Les lignes grises 
délimitent la zone optimum de QFe. ............................................................................................ 173 
 
Figure 62. Quotas cellulaires de molybdène (entre 13-40 h, DO620nm = 0,1-1,3) au cours de la 
croissance, (A) Mo, A. vinelandii OP : en absence et présence de compétiteur et d'acide tannique. 
xxii 
 
(B) Mo, A. chroococcum B3 : en absence et présence de compétiteur et d'acide tannique. Les 
lignes grises délimitent la zone optimum de QMo........................................................................ 174 
 
Figure 63. Quotas cellulaires de vanadium (entre 13-40 h, DO620nm = 0,1-1,3) au cours de la 
croissance, (A) V, A. vinelandii OP : en absence et présence de compétiteur et d'acide tannique. 
(B) V, A. chroococcum B3 : en absence et présence de compétiteur et d'acide tannique. Les lignes 
grises délimitent la zone optimum de QV. ................................................................................... 175 
 
Figure 64. Production de protochéline par A. vinelandii OP pendant 40 h (DO620nm = 0,1-1,3) 
dans quatre conditions (contrôle et compétition, en absence et présence d'acide tannique) ....... 177 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xxiii 
 
LISTE DES TABLEAUX 
 
 
Tableau 1. Composition du gel de germination pour 1 L. ............................................................. 45 
 
Tableau 2. Composition de la solution d'Hoagland's pour 1 L. .................................................... 46 
 
Tableau 3. Composition du milieu de MNM pour 1 L. ................................................................. 47 
 
Tableau 4. Composition du milieu de Fraquil modifié pour 1 L................................................... 48 
 
Tableau 5. Limites de détection pour l'ICPMS ............................................................................. 53 
 
Tableau 6. Gradient de la phase mobile pour UPLC..................................................................... 57 
 
Tableau 7. Parc du Bois Beckett, analyse de la variance (Two-Way-ANOVA, Tukey) des 
différents points du temps lors de la décomposition (7-180ème jours) ...................................... 126 
 
Tableau 8. Parc de la Yamaska, analyse de la variance (Two-Way-ANOVA, Tukey) des 
différents points du temps lors de la décomposition (7-180ème jours) ...................................... 127 
 
Tableau 9. Fragments (MS
6
) du N6-succinyl adénosine. ............................................................ 162 
 
Tableau 10. Taux de croissance des bactéries (h
-1
) (A. vinelandii OP et A. chroococcum B3) 
cultivées en condition [Mo] = [V] = 10
-7
 M. ............................................................................... 171
 1 
 
INTRODUCTION  
SYNTHÈSE BIBLIOGRAPHIQUE ET PROBLÉMATIQUE DU 
PROJET DE RECHERCHE 
 
 
Le carbone (C), l'hydrogène (H), l'azote (N), l'oxygène (O), le phosphore (P) et le soufre (S) 
sont les principaux éléments constituants les organismes vivants. Ces éléments nécessaires en 
grande quantité dans les organismes représentent 95% de la masse de la biosphère et sont 
appelés macronutriments (1). En plus de ces macronutriments, de nombreux autres éléments 
tels que B, Cr, Cu, Fe, I, Mg, Mn, Mo, Ni, Sn, Se, Si, V, Zn sont indispensables, en faible 
concentration, au maintien de l'activité biologique des êtres vivants. Ce sont les 
micronutriments ou éléments traces (1). Comprendre les cycles biogéochimiques de ces 
éléments dans les différentes parties de la planète (atmosphère, géosphère et hydrosphère) est 
indispensable à la compréhension du fonctionnement des écosystèmes naturels et de leur 
réponse aux stress anthropiques (changement climatique (1)). 
 
 
I. Le changement climatique 
 
L'effet de serre est un mécanisme naturel indispensable au développement de la vie sur Terre. 
En absence des gaz à effet de serre, la température à la surface de notre planète serait de 
l'ordre de -18°C (2). Les principaux gaz à effet de serre dans l'atmosphère sont le dioxyde de 
carbone (CO2), le méthane (CH4), l'oxyde nitreux (N2O) et la vapeur d'eau (H2O). Depuis le 
début de l'ère industrielle, le développement des sociétés humaines modernes s'est appuyé et 
s'appuie toujours principalement sur une source d'énergie peu chère : le carbone fossile. Cette 
source d'énergie produit de fortes quantités de gaz à effet de serre, notamment le CO2, 
perturbant le fonctionnement thermique de notre atmosphère (effet de serre (2-3)). 
 
La production massive de CO2 perturbe de manière significative le cycle global du carbone 
(3). Selon le groupe d'experts intergouvernemental sur l'évolution du climat (GIEC), la 
concentration en CO2, actuellement d'environ 400 ppm pourrait atteindre 1000 ppm d'ici la fin 
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du siècle (GIEC, 2013). L'impact sur la température, toujours selon le GIEC (2014) se situe 
dans une fourchette de + 1,5 à + 4,5°C.  
 
Selon le GIEC les activités anthropiques sont les principales responsables de la rapidité des 
changements climatiques observés et elles seront encore le facteur principal des changements 
climatiques dans les prochaines années (GIEC, 2007). Le changement climatique pourrait 
influencer d'une façon importante le fonctionnement biogéochimique de notre planète, en 
impactant par exemple la photosynthèse, la respiration, la consommation en eau et la 
transpiration, ainsi que les taux d'accumulation et de décomposition de la litière (1). Parmi les 
différents facteurs climatiques, les changements de température et de la quantité de 
précipitation expliquent en grande partie la variation de la productivité des écosystèmes 
forestiers (4-6). Avant l'ère industrielle, la vitesse des changements du climat était 
relativement lente, ce qui permettait aux écosystèmes de s'adapter. Cependant, les 
changements observés depuis le début de l'ère industrielle se produisent à une vitesse jamais 
connue. La capacité des écosystèmes à répondre à ces changements importants et rapides est 
une réelle préoccupation (4-6). 
 
 
II. Les effets du changement climatique sur la production primaire 
 
La photosynthèse est le processus biogéochimique qui réduit le CO2 atmosphérique en 
carbone organique en utilisant de l'énergie solaire. Cette réaction qui soutient directement la 
productivité primaire nette (croissance des plantes (1)). La production nette représente par la 
différence entre la quantité nette de la matière organique produit pendant la production 
(photosynthèse) et la quantité des ressources consommées par la respiration des plantes (7). 
La productivité primaire nette est un facteur de premier plan dans la compréhension du 
fonctionnement et de l'évolution des écosystèmes. En effet, la photosynthèse est la principale 
source d'hydrate de carbone supportant l'ensemble des besoins énergétiques des écosystèmes 
au travers de la chaine alimentaires.  
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Ainsi tous les facteurs abiotiques influençant la production primaire nette (photosynthèse), ou 
l'acquisition des ressources nécessaires à son fonctionnement, joueront un rôle important et 
encore mal compris sur la réponse des écosystèmes au changement climatique globale (8-10). 
 
 
II.1. La température et l'humidité 
 
En milieu forestier, une augmentation de la température peut induire des effets variés sur la 
production primaire des plantes (1). Ces effets peuvent être positifs si l'augmentation de 
température résulte en une production de matière organique par la photosynthèse plus 
importante que sa consommation par la respiration. À l'inverse, les effets peuvent être négatifs 
si l'augmentation trop élevée de la température cause la mort des plantes ou si la 
consommation de matière organique par la respiration excède de la matière organique produit 
par la photosynthèse (4, 11). L'augmentation de la température pourrait également donner lieu 
à une saison de croissance plus longue, ce qui peut encore causer des effets contrastés sur la 
production primaire des forêts. 
 
En plus de la température, le changement climatique entraine des changements importants 
dans la distribution de l'eau en milieu continental (quantité et fréquence des précipitations). 
Du fait de l'évolution de ces deux facteurs climatiques, certaines régions deviendront plus 
sèches ce qui entrainera une diminution de la production primaire. Il est important de noter 
que généralement la modification de la productivité forestière dépendra plus particulièrement 
des variations de la disponibilité en eau durant la saison de croissance (4-6). 
 
 
III. Les changements climatiques et les forêts du Canada 
 
Sur la planète existe trois grandes forêts tels que la forêt tropicale, boréale et tempérée. La 
forêt boréale (Figure 1) est le second écosystème forestier de la planète, juste derrière la forêt 
tropicale. Selon l'association forestière canadienne, la taille de la forêt tropicale est environ 
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7.6 millions de km
2
 (juste en Australie) versus la taille de la forêt boréale qui est environ 6 
millions km
2
.  
 
Selon le gouvernement du canada, la proportion de la forêt boréale est environ 522 millions 
d'hectares ce qui est environ 30% de la forêt boréale mondiale. Le Canada possède (12) la 
seconde (30%) plus vaste étendu de forêt boréale, après la Russie (50%). Les espèces 
importantes de cette forêt sont l'épinette blanche, l'épinette noire, le sapin baumier, le pin gris, 
le bouleau à papier, le peuplier faux-tremble et le peuplier baumier (13). Ces espèces se 
trouvent soit dans des peuplements purs soit dans des peuplements mixtes. Selon le climat, le 
site, les caractéristiques du sol, des paysages forestiers peuvent être variées. 
 
 
 
Figure 1. Forêt boréale mondiale, image tirée de : Wikimedia commons. 
 
 
L'impact du changement climatique sur le rapport carbone/azote de la matière organique 
(communément utilisé dans les études de forestières, permet d'évaluer l'évolution de la 
matière organique soit en production, soit en décomposition) peut être très varié et difficile à 
prédire avec certitude. La sensibilité de la forêt boréale aux changements climatiques est 
potentiellement élevée (14-20). Le deuxième rapport d'évaluation du GIEC (1995) conclut 
que "la forêt boréale est probablement plus vulnérable aux changements climatiques que les 
forêts tempérées et tropicales" (21). Les changements climatiques, notamment les variations 
de température et humidité, provoqueront des changements dans la production primaire et la 
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composition de la forêt. La production primaire pourrait être particulièrement affectée par une 
diminution de la disponibilité en eau durant la saison de croissance dans les zones sèches du 
sud. À l'inverse, dans les zones nordiques plus humide, la productivité forestière pourrait être 
stimulée avec l'augmentation de la température, car dans ces zones, les températures froides 
sont un facteur limitant important de la production primaire.  
 
D'autres facteurs pourraient également avoir des impacts sur la production primaire. Par 
exemple, une augmentation importante de la concentration en CO2 atmosphérique pourrait 
augmenter la production primaire due à une efficacité accrue de l'enzyme rubisco responsable 
de la fixation de carbone (1). Ce mécanisme pourrait conduire à une séquestration accrue de 
carbone dans la biomasse qui pourrait ainsi ralentir l'accroissement de la concentration 
atmosphérique en CO2 et son effet sur le réchauffement climatique. Cependant, les plantes 
ayant un rapport C/N relativement fixe, la capacité de la forêt boréale à répondre positivement 
aux changements climatique (augmentation de la concentration atmosphérique en CO2) sera 
sans doute dépendante de la disponibilité en azote, indispensable l'augmentation de la 
production primaire (accroissement de la production de biomasse (22-26)). 
 
 
III.1. La biodisponibilité de l'azote  
 
En forêt boréale la disponibilité de l'azote est le principal facteur limitant la production 
primaire (27) et jouera sans doute un rôle de premier plan dans la réponse de ces écosystèmes 
au changement climatique global.  
 
L'azote biodisponible dans les écosystèmes (Figure 2) est une conséquence de  
 A) la fixation biologique d'azote par des microorganismes symbiotiques et/ou non-
symbiotiques.  
 B) la décomposition de la matière organique et le relargage de l'azote dans le sol. 
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Figure 2. Deux voies d'entrée d'azote biodisponible pour la production primaire au sol. 
 
 
À l'inverse des forêts tropicales où la décomposition de la matière organique (taux de 
minéralisation de nutriments) est élevée durant la majeur partie de l'année en raison d'une 
activité biologique importante soutenue par des conditions de températures et humidités 
optimales; les forêts sous climats tempérés et boréaux sont caractérisées par un taux de 
décomposition plus lent et affectée d'une forte saisonnalité résultant en un recyclage lent de 
l'azote organique. Ainsi en forêt boréale l'entrée de nouvel azote par la fixation biologique 
d'azote est particulièrement importante pour la croissance des plantes (28). 
 
 
III.1.1. Fixation biologique d'azote (BNF, Figure 2 (A)) 
 
L'azote sous forme de diazote (N2) compose 78% de l'atmosphère terrestre (1). 
Malheureusement, cette forme d'azote n'est pas disponible ou utilisable directement par les 
organismes vivants à l'exception des microorganismes fixateurs d'azote. La fixation 
biologique d'azote, réalisée par des microorganismes symbiotiques ou non-symbiotiques. 
Nous pouvons nommer la bactérie fixatrice d'azote, les Frankia spp. en symbiose avec l'aulne 
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en forêt boréale; la bactérie non-symbiotique, du genre Azotobacter présente dans la couche 
des litières ainsi que la fixation d'azote aux sites nordiques de cette forêt par les mousses et le 
lichen. Nous présenterons les détails de la fixation azote dans la section du cycle de l'azote 
(1.1.2). 
 
 
III.1.1.1. Les facteurs limitants de la fixation de l'azote 
 
III.1.1.1.a. Phosphore (P) 
 
La biodisponibilité du phosphore et son acquisition sont nécessaires pour la fixation d'azote, 
car cette activité est très coûteuse énergétiquement et requière 16 moles d'ATP (adénosine 
triphosphate) par mole de N2 réduit en 2 moles d'ammonium (1). La limitation de l'activité 
fixatrice d'azote par le phosphore est très bien documentée dans de nombreux écosystèmes 
(29-31). 
 
 
III.1.1.1.b. Molybdène (Mo) 
 
Un autre facteur limitant de la fixation biologique de l'azote dans de nombreux écosystèmes 
est le molybdène, le cofacteur métallique de l'enzyme nitrogénase (29-33). Certaines 
observations suggèrent également que le molybdène pourrait limiter la réponse des systèmes 
exposés à des concentrations élevées de CO2 en limitant sur le moyen et long terme 
l'accroissement de fixation biologique d'azote (34). C'est l'élément d'intérêt biologique le 
moins abondant de l'écorce terrestre et seulement une fraction du molybdène est 
biologiquement disponible (35). Le molybdène est principalement présent sous forme de 
molybdate (MoO4
2-
) dans la solution de sol avec une solubilité plus élevée dans des 
conditions alcalines, contrairement à la plupart des métaux, qui sont plus biodisponibles dans 
des conditions acides (36). Cependant, malgré cette solubilité importante le molybdate est peu 
biodisponible car il interagit fortement avec les oxydes (de fer, d'aluminium et de manganèse) 
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ainsi que par la matière organique (37). La concentration de ces composés dans les sols 
devrait donc être considérée lors de l'estimation de la biodisponibilité du molybdène (38-39). 
 
 
III.1.2. Décomposition de la litière (Figure 2 (B)) 
 
La décomposition est l'un des processus essentiels à la réalisation des cycles 
biogéochimiques. Les formes inorganiques des nutriments sont généralement les plus faciles à 
utiliser, souvent les seules, par les organismes vivants. De cette façon, la minéralisation qui 
consiste au recyclage et la libération des nutriments par décomposition de la matière 
organique produite par la production primaire est essentielle (Figure 3 (40)) au maintien de la 
vie sur Terre. Ainsi, la décomposition est le principal mécanisme contrôlant la disponibilité 
(41) des nutriments nécessaires (C, N, P, métaux) aux plantes et microorganismes. Par 
exemple, environ 70% du flux annuel total de carbone des écosystèmes provient de la 
décomposition de la litière (42).  
 
Ce processus est réalisé par des microorganismes et plus particulièrement par des enzymes 
extracellulaires produites par les champignons (43-44) saprophytes et mycorhiziens. Les 
champignons mycorhiziens jouent un rôle important dans la croissance des plantes, car après 
l'étape de décomposition, ils peuvent explorer une zone plus grande du sol pour récupérer les 
nutriments et les transférer aux plantes, donc ils sont très utiles dans l'alimentation minérale 
des organismes supérieures.  
 
 
 
Figure 3. Équilibre entre de la production primaire et la décomposition de la matière 
organique. 
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Le processus de décomposition de la litière est influencé par plusieurs facteurs 
environnementaux, tels que le climat et la qualité biochimique de la litière. Comme nous 
avons expliqué dans la section (III.1.), les climats boréaux et tempérés froids sont caractérisés 
par un faible taux de décomposition. Diverses études ont conclu qu'un accroissement de la 
température augmenterait le taux de décomposition (45-46), et en conséquence accélérait le 
taux de libération du carbone (47-49), de l'azote (50-53) ainsi que d'autres nutriments. Les 
changements dans la disponibilité des nutriments pourraient avoir des effets importants, mais 
encore mal connus, sur les communautés végétales et microbiennes dans les écosystèmes 
boréaux (54-56). Par exemple l'impact de la dynamique de recyclage des micronutriments lors 
de la décomposition sur les processus de fixation d'azote (limitation par P et Mo) reste peu 
caractérisés.  
 
 
IV. L'homéostasie des métaux  
 
Les métaux sont essentiels pour les activités biologiques des organismes vivants, car ils jouent 
des rôles importants dans le fonctionnement de nombreuses enzymes, tel que la nitrogénase. 
Par contre, ils peuvent également causer des désordres importants comme le stress oxydatif 
lorsqu'ils sont présents à des concentrations trop élevées à l'intérieure des cellules. Ainsi afin 
d'assurer un fonctionnement optimal des organismes vivants la quantité de métaux à 
l'intérieure des cellules doit être contrôlée de manière efficace. Ce mécanisme par lequel les 
organismes vivant sont capables de contrôler la quantité des métaux intracellulaires en 
réponse aux stresses environnementaux (situation de carence ou d'excès) est appelé 
homéostasie.  
 
Parmi les différents types d'écosystèmes, nous nous sommes intéressés plus particulièrement 
aux écosystèmes terrestres. Les métaux dans le sol peuvent être présents sous formes d'ions 
solubles (libres ou complexés avec des ligands) ou sous formes minérales peu solubles ou 
insolubles. La matière organique joue un rôle important dans la dynamiques de métaux dans 
les sols; la complexation d'ions métalliques solubles avec la matière organique insoluble 
réduit leur biodisponibilité (accessible ou utilisable par les (micro)organismes (37)), tandis 
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que la formation de complexes organiques solubles augmente leur biodisponibilité (37). 
L'acquisition des métaux est strictement régulée chez les êtres vivants afin d'assurer une 
concentration stable de métaux intracellulaires (homéostasie), donc un équilibre entre leur 
besoin d'acquérir les métaux et le maintien d'une concentration en métaux non-toxique pour 
les cellules. Nous limiterons notre revue aux métaux cofacteurs de la nitrogénase : le fer et le 
molybdène. 
 
 
IV.1. Fer (Fe) 
 
Le fer est indispensable à tous les êtres vivants. Bien que très abondant dans le sol, le fer, 
présent essentiellement sous forme d'oxyde ou d'hydroxyde ferrique, est très peu disponible 
pour les organismes (57). Cependant, la grande majorité des organismes ont développés des 
stratégies pour acquérir du fer. Ces diverses stratégies dépendent à la fois de la disponibilité 
du fer dans le sol, de sa forme (ionique, complexe), ainsi que de ses différents degrés 
d'oxydation (Fe
2+
 et Fe
3+
 (58-60)). 
 
L'acquisition du fer sous forme Fe
2+
 lorsque sa concentration est suffisante se réalise par 
divers mécanismes (Figure 4) qui ne seront pas développés dans ce manuscrit, car nous nous 
sommes plus intéressés par l'acquisition du fer sous forme Fe
3+
. Les lecteurs intéressés par ce 
sujet peuvent se référer au livre Biometal (2007 (61)). 
 
Pour l'acquisition du fer sous forme Fe
3+
, les microorganismes utilisent différentes stratégies; 
(i) ils sécrètent de petits acides organiques dans le but d'acidifier l'environnement afin 
d'accroitre la dégradation de la roche (libération d'élément) et augmenter la solubilité du Fe
3+ 
(61), le rendant plus accessible. (ii) Ils produisent les petites molécules chélatrices avec une 
haute affinité pour complexer le fer, appelées sidérophores (Figure 4 (62-63)). 
 
Les sidérophores sont sécrétées par divers microorganismes tels que des bactéries et des 
champignons, et permettent de la complexation du fer (61). Le complexe est ensuite 
transporté dans les cellules via des transporteurs spécifiques (61). 
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Figure 4. Acquisition de différentes formes du fer. 
 
 
IV.2. Molybdène (Mo) 
 
Comme mentionné précédemment, le molybdène est présent principalement sous forme de 
MoO4
2– 
dans les solutions de sol. Bien que le MoO4
2–
 soit très soluble, il est peu biodisponible 
du fait de sa forte affinité pour la matrice (oxydes et matière organique (37)).  
 
De récentes études ont démontré que l'acquisition du molybdène par certains organismes 
fixateurs d'azote libres (non-symbiotiques) du sol implique des systèmes d'acquisition de 
haute affinité comparables aux sidérophores (64-65). En effet, il a été démontré chez 
Azotobacter vinelandii que les sidérophores ne sont pas uniquement des molécules impliquées 
dans l'acquisition du fer mais également dans le contrôle de l'acquisition et de la toxicité de 
nombreux autres éléments tels que le molybdène, le vanadium et le tungstène (66). Ainsi, les 
sidérophores, seraient en fait des métallophores; molécules multifonctions utilisées pour le 
contrôle de l'homéostasie de nombreux éléments (37, 64-65). 
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HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS DU PROJET DE RECHERCHE 
 
La fixation symbiotique et non-symbiotique d'azote joue un rôle primordial pour fournir 
l'azote biodisponible nécessaire pour la production primaire. La disponibilité de certains 
micronutriments (métaux) joue également un rôle important pour la fixation symbiotique et 
non-symbiotique d'azote. La disponibilité de l'azote, et donc la fixation d'azote, jouera sans 
doute un rôle majeur dans la réponse des écosystèmes boréaux face au réchauffement 
climatique. Il est donc important de comprendre comment, et dans quelle mesure, les 
perturbations climatiques pourraient influencer le cycle biogéochimique des métaux et en 
conséquence la fixation d'azote et le cycle global de l'azote. 
 
La principale source de métaux pour les arbres se situe au niveau du sol, bien que leur 
assimilation suite à une déposition atmosphérique au niveau du feuillage puisse également se 
produire. Dans le sol, l'absorption d'un métal par les arbres est grandement influencée par 
certains facteurs comme le pH, le régime hydrique, la composition en matière organique, la 
capacité d'échange cationique et la présence d'autres éléments traces. Afin de contrôler 
l'homéostasie des métaux, l'arbre met en place des stratégies efficaces y compris le transport 
de complexes métalliques en produisant des agents complexants (phytochélatines) et la 
symbiose mycorhizienne.  
 
La figure présentée ci-dessous montre le cycle de métaux dans la forêt. Les trois parties 
importantes sont : 
1) l'homéostasie (la concentration et la distribution) des métaux dans les tissus d'une 
plante suite à l'acquisition par ses racines. 
2) la décomposition des litières et le retour (libération) des métaux dans le sol. 
3) l'acquisition des métaux par les (micro)organismes du sol et les plantes. 
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Figure 5. Cycle des métaux dans la forêt. 
 
 
Présentement, très peu d'informations sont disponibles concernant : 
1) Quel est l'impact du réchauffement climatique (concentration élevée de CO2) et la 
symbiose actinorhizienne sur l'homéostasie des métaux chez les arbres fixateurs 
d'azote? 
2) Dans quelle mesure la dynamique des micronutriments lors de la décomposition 
influence la fixation d'azote non-symbiotique dans la couche de litières? 
3) Quels sont les rôles et les stratégies des microorganismes du sol pour l'acquisition et le 
transfert des métaux dans les symbioses (fixatrices d'azote ou mycorhizienne)? 
 
Pour ces raisons, durant cette thèse, nous nous sommes intéressés à l'importance du cycle (la 
dynamique) des métaux dans la forêt boréale à l'interface sol/organisme sur la fixation d'azote. 
Ainsi que l'effet du réchauffement climatique sur la fixation symbiotique d'azote en forêt 
boréale. 
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OBJECTIF 1 : 
 
Dans un premier temps (Figure 5 (1)), nous avons étudié l'effet d'une augmentation de la 
concentration atmosphérique en CO2, de la biodisponibilité de l'azote et de la présence de la 
symbiose actinorhizienne sur l'homéostasie des métaux et la production végétale chez l'aulne. 
La symbiose aulne-Frankia, c'est une source non-négligeable de la fixation symbiotique 
d'azote qui joue un rôle important dans le cycle de l'azote en forêt boréale (chapitre 3).  
 
Les sous-objectifs principaux étaient : 
 d'évaluer le rôle de la symbiose actinorhizienne sur la réponse à l'accroissement de 
CO2 en conditions limitantes en azote. Comme mentionné précédemment, 
l'accroissement de la production végétale en présence d'une concentration accrue de 
CO2 sera sans doute fortement dépendant de la disponibilité en azote. Les plantes 
capables de réaliser des symbioses fixatrices d'azote, tels que les aulnes, ont sans 
doute un avantage certain pour répondre positivement au changement climatique. 
Ceci est d'autant plus vrai pour les plantes des milieux boréaux sont déjà fortement 
limitées en azote. 
 de déterminer l'impact du stress en azote sur la distribution des métaux dans les parties 
foliaires de l'aulne. En effet il a été suggéré que les plantes et les microorganismes 
fixateurs d'azote de la litière pourraient être impliqués dans une relation mutualiste de 
transfert d'éléments. En condition de carence en azote, l'arbre accumulerait les métaux 
nécessaires à la fixation d'azote dans les feuilles afin de stimuler la fixation d'azote 
dans les litières en décomposition, et ainsi accroitre son alimentation en azote. 
 
 
OBJECTIF 2 : 
 
Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à la dynamique des micronutriments lors 
de la décomposition des litières ((Figure 5 (2)) chapitre 4). Nous avons plus particulièrement 
étudié : 
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 l'effet de la nature de la litière sur la dynamique des micronutriments durant la 
décomposition. En effet, il a été démontré que la composition des litières (origine du 
matériel) peut changer le taux de décomposition grâce aux différentes communautés 
microbiennes actives dans la couche des litières. L'impact de la dynamique des 
nutriments lors de la décomposition sur le phénomène de limitation de la fixation 
biologique d'azote par les micronutriments (P et Mo principalement) ont cependant été 
peu étudié. 
 l'importance de la disponibilité en azote sur la décomposition des litières et le 
relargage des métaux. Mon hypothèse de travail était que dans des conditions 
limitantes en azote, les bactéries fixatrices non-symbiotiques d'azote (présentes dans la 
couche de litière) fixent plus d'azote atmosphérique. Leurs besoins en nutriments, tel 
que le molybdène, sont plus importants, donc le relargage de certains nutriments 
pourrait être affecté. 
 
 
OBJECTIF 3 : 
 
Dans un troisième temps (Figure 5 (3)), nous nous sommes intéressés à l'identification de 
métallophores produits par différents microorganismes afin de mieux comprendre leur rôle 
dans la dynamique des métaux (chapitre 5). 
 
Une étape cruciale dans le fonctionnement de la fixation symbiotique et non-symbiotique 
d'azote est l'acquisition des métaux cofacteurs de la nitrogénase (Fe et Mo). Dans le cas des 
plantes, l'acquisition de ces métaux est sans doute fortement dépendante des champignons 
mycorhiziens. Cependant, les mécanismes précis d'acquisition des métaux par le couple 
plante/champignon restent encore très obscurs.  
 
Notre hypothèse est que l'acquisition des métaux est fortement influencée par les agents 
complexants (métallophores) produits par les champignons. Historiquement, l'étude des 
métallophores a été faite chez des bactéries, et nos connaissances sur la présence et le rôle des 
métallophores chez les champignons sont très limitées malgré leur importance potentielle. 
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Une étape cruciale dans ce travail de longue haleine est l'identification de molécules 
candidates au rôle de métallophores, ce qui était le but de cette partie (objectif 3). Nous avons 
choisi comme modèle de travail, les champignons qui ont un rôle non négligeable dans la 
décomposition des litières qui constituent un des principaux réservoirs du molybdène des sols. 
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CHAPITRE 1. NOTIONS THÉORIQUES 
 
 
1.1. Les cycles biogéochimiques 
 
La biogéochimie est la science qui étudié le transfert des éléments entre les trois grandes 
sphères de notre planète : la géosphère, l'atmosphère et la biosphère. Cette science se situe à 
l'intersection de trois secteurs scientifiques : la géoscience, la biologie et la chimie (Figure 6 
(1)). 
 
Figure 6. Place de la biogéochimie en science (1). 
 
 
En biogéochimie terrestre des spécialistes des écosystèmes forestiers ont distingué, trois sous-
cycles : les détails présentés de ces trois sous cycles sont basés sur l'article de Switzer et al., 
1968 (67). 
 le sous-cycle écologique : la dynamique des nutriments entre le sol et les êtres vivants 
et l'inverse.  
 le sous-cycle biochimique : la distribution des nutriments chez les êtres vivants.  
 le sous-cycle géochimique : la dynamique des nutriments dans le sol (surface et 
profondeur).  
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Les différents groups des nutriments ont déjà été présentés au début de ce manuscrit. Les 
nutriments peuvent être divisés en macro et micronutriments. Les macronutriments (N, K, Ca, 
Mg, P) sont des éléments nécessaires en grandes quantités tandis que les micronutriments 
(appelés oligo-éléments, comme certains métaux) représentent les éléments nécessaires en 
petites quantités pour la croissance.  
 
Tous les nutriments (macro et micronutriments) passent régulièrement d'une forme à une 
autre. Ils peuvent être incorporés dans la matière organique ou restés sous forme minérale. 
Certaines formes minérales des nutriments peuvent être assimilées par les organismes, alors 
que d'autres formes ne sont pas assimilables (1). 
 
Quelques éléments qui jouent un rôle majeur dans les cycles biogéochimiques : 
 le carbone est la base de toute forme de vie sur Terre. Il (lien C-C) est également le 
support du transfert d'énergie au sein des écosystèmes (détails du cycle du carbone 
dans la section 1.1.1). 
 l'azote est l'élément important pour la fabrication des acides aminés, l'activité 
enzymatique et du stockage de l'information génétique (détails du cycle de l'azote dans 
la section 1.1.2).  
 le phosphore est essentiel à la fabrication des membranes cellulaires et au transfert 
d'énergie au sein des cellules (ATP), (détails du cycle du phosphore dans la section 
1.1.3). 
 les métaux sont la base de l'évolution géochimique du sol, pour laquelle il semble 
nécessaire de mieux prendre en compte l'importance biologique des métaux (détails 
des cycles des métaux dans la section 1.1.4). 
 
Le recyclage de la matière au sein des écosystèmes forestiers joue un rôle important dans les 
cycles biogéochimiques. En effet, seuls les cycles biogéochimiques permettent de comprendre 
la dynamique des éléments chimiques dans l'environnement à travers les diverses parties 
(biotiques et abiotiques) de la planète. 
 
 
 19 
 
1.1.1. Le cycle du carbone 
 
Le carbone est un élément très important pour le fonctionnement des écosystèmes. Comme 
mentionné précédemment, le carbone est important pour le transfert d'énergie, car l'énergie 
nécessaire pour les activités biologiques est stockée sous forme de lien carbone dans la 
matière organique (1). Pour des raisons de clarté et de cohérence, nous limiterons notre 
manuscrit au cycle continental du carbone (Figure 7). 
 
Le cycle du carbone contient un gaz à effet de serre, le dioxyde de carbone, sans lequel le 
maintien de la vie sur Terre serait impossible. Le cyclage du carbone influence 
particulièrement la production primaire et aussi le climat. Le carbone se retrouve sous deux 
formes : le carbone organique et le carbone inorganique. 
 
 
 
Figure 7. Cycle simplifié du carbone terrestre. 
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Le cycle du carbone est contrôlé par deux processus, la photosynthèse et la respiration. La 
photosynthèse consiste en réduction biologique du CO2 atmosphérique en carbone organique 
(68) en utilisant de l'énergie solaire [1].  
 
nCO2 + nH2O + lumière    (CH2O)n + nO2 + nH2O                                                             [1] 
 
Dans cette équation, CH2O représente la matière organique. 
 
À l'inverse de la photosynthèse, la respiration est une activité biologique qui oxyde le carbone 
organique en carbone inorganique (CO2) à l'aide de l'oxygène [2].  
 
C6H12O6 + 6O2    6CO2 + 6H2O + énergie                                                                            [2] 
 
La respiration peut être réalisée par deux groupes des microorganismes et en conséquence 
existe deux formes de respiration : l'aérobie et l'anaérobie.  
 l'aérobie : les microorganismes qui utilisent l'oxygène libre comme accepteur 
d'électron pour leur activité. 
 l'anaérobie : les microorganismes qui utilise d'autres substrats (comme sulfate, nitrate) 
comme accepteurs d'électrons en absence d'oxygène libre. 
 
Le fonctionnement des cycles biogéochimiques peut être influé par l'activité humaine. Par 
exemple dans le cycle du carbone, l'utilisation et la libération de manière rapide des stocks de 
carbone fossile ont eu des impacts significatifs sur la concentration en CO2 de notre 
atmosphère. Ces impacts sur le fonctionnement thermique de notre planète (gaz à effet de 
serre) ainsi que nos écosystèmes (la production primaire) restent très difficiles à évaluer. 
 
 
1.1.2. Le cycle de l'azote 
 
L'azote est le principal élément constitutif de notre atmosphère. Il est principalement présent 
sous forme diazoté, N2, un gaz relativement inerte (peu réactif). L'azote est un élément 
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incontournable du fait de sa présence dans de très nombreuses macromolécules essentielles à 
la vie cellulaire, telles que les acides nucléiques, les acides aminés et certaines hormones. Du 
fait de sa très faible biodisponibilité, l'azote est (et le phosphore) le premier élément limitant 
la croissance des plantes (1). 
 
De manière simplifiée, trois processus de base sont impliqués dans le cycle de l'azote : la 
fixation de l'azote diatomique N2, la nitrification et la dénitrification (Figure 8). 
 
 
 
Figure 8. Cycle simplifié de l'azote. 
 
La fixation biologique d'azote est réalisée par des bactéries vivant à l'état libre (non-
symbiotique) dans le sol (69) comme les cyanobactéries et les bactéries du genre Azotobacter 
ou impliquées dans des symbioses avec les légumineuses et aulnes (70-71) comme les 
Rhizobium et Frankia spp. (72-73) ou ils sont présents dans des structures racinaires 
spécialisées; les nodules. Ces bactéries sont capables de réduire l'azote atmosphérique (N2) en 
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ammoniac (NH3), qui est transformé en ammonium (NH4
+ 
(Figure 9)). L'ion ammonium sera 
incorporé immédiatement dans divers types d'acides aminés. La majorité des plantes 
assimilent l'azote sous forme de NH4
+
 et NO3
-
, à l'exception de certaines espèces qui ne 
peuvent utiliser que le NH4
+
. 
 
La fixation d'azote est catalysée par la métallo-enzyme nitrogénase [3] suivant l'équation 
suivante.  
 
N2 + 8H
+
 + 8e
-
 + 16ATP    2NH3 + H2 + 16ADP + 16Pi                                                     [3] 
 
Dans cette équation, ATP représente adénosine triphosphate, ADP : adénosine diphosphate et 
Pi : phosphate inorganique. 
 
 
 
Figure 9. Fixation biologique d'azote atmosphérique par la nitrogénase. 
 
 
L'enzyme nitrogénase est constituée de deux sous-unités : la Fe-protéine (dinitrogénase 
réductase) et la FeMo-protéine (dinitrogénase). Le molybdène est le cofacteur pour cette 
enzyme qui est commune à tous les fixateurs d'azote (74). Le molybdène peut être remplacé 
par le vanadium ou le fer dans des nitrogénases dites alternatives (75-76) présentent chez 
certains fixateurs. Le site actif de l'enzyme se trouve dans la protéine FeMo (77).  
 
 23 
 
La nitrification transforme [4] les produits de la fixation (NH4
+
, NH3) en nitrites et nitrates 
(NO2
-
 et NO3
-
). C'est une réaction d'oxydation réalisée par des bactéries (Nitrosomonas et 
Nitrobacter) du sol et de l'eau.  
 
NH4
+
    NO2
-
    NO3
-
                                                                                                          [4] 
 
La dénitrification retourne l'azote à l'atmosphère sous sa forme moléculaire N2, il s'agit d'une 
réaction de réduction de NO3
- 
réalisée par des bactéries anaérobies [5]. 
 
4NO3
-
 + 5(CH2O) + 4H
+
    2N2 + 5CO2 + 7H2O                                                                  [5] 
 
Les activités humaines ont eu des impacts majeurs sur le cycle de l'azote. Le taux mondial de 
fixation d'azote a plus que doublé par rapport à l'ère préindustrielle (78-79). Ceci est le 
résultat d'une consommation importante d'engrais azotés en milieu agricole (procédé Haber-
Bosch) ainsi que de la culture de légumineuses. Les engrais azotés sont facilement 
assimilables par les plantes, mais sont également très mobiles dans les sols. Ainsi la majorité 
des engrais apportés au sol est évacuée vers les systèmes hydriques de surfaces et en 
profondeur ou il contribue à de nombreux problèmes environnementaux tels que 
l'eutrophisation des milieux aquatiques et l'augmentation de la dénitrification. 
 
 
1.1.3. Le cycle du phosphore 
 
Le phosphore est un élément important pour les êtres vivants, en raison de ses rôles 
primordiaux (source d'énergie, rôle structural). Contrairement aux cycles du carbone et de 
l'azote, le cycle du phosphore ne possède pas de composantes gazeuses et la dynamique du 
phosphore n'est pas contrôlée par les communautés microbiennes (1). 
 
Dans l'écosystème terrestre, le phosphore est dérivé de l'altération des roches mères. Bien que 
le phosphore existe en grande quantité dans les roches mères, cette quantité n'est pas 
biodisponible pour les êtres vivants.  
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Après la récupération du phosphore par les organismes vivants, cet élément peut être transféré 
aux animaux. La décomposition de la matière organique retourne une partie du phosphore 
dans le sol et une partie est transférée vers les océans pour être utilisée par les organismes ou 
pour être déposée au fond de l'océan.  
 
Comme pour l'azote, l'utilisation importante d'engrais riches en phosphore a déstabilisé le 
cycle du phosphore et a contribuée fortement au phénomène d'eutrophisation des milieux 
aquatiques. 
 
 
1.1.4. Le cycle des métaux 
 
La dynamique ou la mobilisation des métaux est important pour comprendre leur cycle 
biogéochimique. La mobilisation d'un métal dépend de sa disponibilité pour récupérer par les 
organismes (1). 
 
Dans l'écosystème terrestre, il existe différentes sources de métaux tels que l'altération des 
roches mères, la décomposition de la matière organique, l'activité volcanique etc. Après la 
libération des métaux dans le sol, ils peuvent être récupérés par les organismes vivants selon 
leurs disponibilités. Pour assurer l'acquisition des métaux à partir du sol, les organismes 
utilisent différents stratégies qui jouent un important rôle dans les cycles biogéochimiques des 
métaux. 
 
 
1.2. Les microorganismes du sol 
 
La fraction vivante du sol est extrêmement variée. Elle est composée aussi bien d'organismes 
très simples (procaryotes : les êtres vivants sans noyau, comme les bactéries) que 
d'organismes évolués (eucaryotes, les êtres vivants avec un noyau comme les champignons). 
Certains microorganismes peuvent agir négativement (les microorganismes pathogènes), et 
d'autres positivement (par exemple : les mycorhizes) sur la production végétale.  
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Les microorganismes jouent un rôle particulièrement important dans le fonctionnement de la 
biosphère. Il contribue à la fertilité du sol, l'amélioration de la croissance des plantes et 
surtout ils jouent un rôle très important dans les cycles biogéochimiques des nutriments. 
 
 
1.2.1. Relations entre les organismes vivants 
 
Comme mentionné ci-haut, les microorganismes peuvent influencer de manière contrastée la 
croissance végétale (positive et négative). Ces effets des microorganismes sont le résultat de 
diverses relations qui peuvent être établies entre les êtres vivants tels que :  
 la symbiose : est une relation obligatoire entre différents partenaires mutuellement 
bénéfique permettant d'accroitre la tolérance des partenaires aux stresses 
environnementaux. 
 le mutualisme : est une relation facultative qui peut être avantageuse pour les 
partenaires, par contre ce n'est pas obligatoire. 
 le parasitisme : est une relation à bénéfice unilatéral, en faveur de l'espèce parasite. 
 la compétition : est une relation antagoniste pour l'acquisition d'une ressource 
insuffisante pour les deux partenaires. 
 le neutralisme : est une absence de relation entre les partenaires, ni positive ni 
négative.  
 
Nous nous attarderons plus particulièrement sur les symbioses mycorhiziennes et les 
symbioses fixatrices d'azote.  
 
 
1.2.1.1. Symbiose plante - champignon mycorhizien 
 
Les champignons sont une grande famille composée aussi bien des champignons 
unicellulaires (les levures) que des champignons filamenteux. Ils peuvent être en symbiose 
avec les plantes (les champignons mycorhiziens) ou vivre librement comme les champignons 
saprophytes ou pathogènes. 
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Les champignons filamenteux forment des hyphes, contenant le cytoplasme. La taille des 
molécules est un facteur important dans l'acquisition des molécules par les hyphes. C'est pour 
cette raison que la digestion des macromolécules commence dans le milieu extérieur. Certains 
champignons jouent un rôle particulièrement important dans la décomposition de la matière 
organique et en conséquence dans les cycles des nutriments. Ils sont capables de produire les 
enzymes extracellulaires pour digérer des composés complexes comme la cellulose, la 
lignine, les acides humiques, etc. (80-82). Sans cette famille de champignon, de nombreux 
composés organiques (difficiles à dégrader) ne pourraient être décomposés. 
 
La production primaire des plantes est basée en grande partie sur la symbiose mycorhizienne 
(80-82) pour l'acquisition des nutriments nécessaires à la croissance. La symbiose 
plante/champignon repose sur un échange de nutriments. La plante fournit du carbone (sucre) 
au champignon qui en échange accroit la nutrition minérale de la plante (83-85). C'est pour 
cette raison que, la majorité des plantes forment la symbiose mycorhizienne.  
 
Les champignons sont en effet très efficaces pour : 
 explorer le sol. 
Le premier rôle des mycorhizes est d'améliorer la nutrition minérale de la plante hôte par 
l'augmentation de volume du sol exploré par leurs hyphes. En effet, les hyphes des 
champignons symbiotiques permettent d'explorer un volume de sol (myco-rhizosphère) 
beaucoup plus important que le volume exploré par le système racinaire de la plante seul 
(rhizosphère). Ce réseau permet l'accès aux nutriments inaccessibles par la plante (87). 
 récupérer des nutriments grâce aux différentes enzymes. 
L'amélioration de la nutrition minérale dans la symbiose mycorhizienne a été étudiée 
spécialement pour le phosphore (88). Les champignons utilisent des formes organiques ou 
minérales du phosphore du sol, non-assimilables par la plante. Le phosphore accumulé dans 
les hyphes est ensuite transféré à la plante. Les plantes ont besoin aussi d'autres éléments 
comme le soufre ou des micronutriments tels que le cuivre, le zinc, le manganèse et le fer 
(89). Comme le phosphore, ces éléments sont également peu mobiles dans le sol, donc les 
mécanismes d'absorption par les champignons pourrait être les mêmes que pour le phosphore 
(90). La symbiose permet aussi de fournir ces éléments à la plante (91). En outre, des acides 
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organiques (89) produits par les champignons mycorhiziens peuvent probablement accélérer 
la solubilisation des roches (minéraux), ce qui augmente la disponibilité des minéraux (92-
94). 
 protéger la plante contre les organismes pathogènes. 
Les plantes peuvent être attaquées par des champignons pathogènes. Les champignons 
mycorhiziens assurent une protection des racines contre cette famille des champignons (95). 
Le champignon mycorhizien pourrait également protéger leurs hôtes contre les attaques des 
insectes (96) et ils permettraient aussi d'améliorer la résistance des plantes à la sécheresse 
(97). 
 
 
1.2.1.2. Symbiose plante - bactérie fixatrice d'azote 
 
Les plantes fixatrices d'azote, comme toutes les plantes, ont besoin d'azote. Contrairement à la 
plupart des plantes qui dépendent du sol pour leur alimentation azotée, celle-ci sont capables 
d'obtenir cet élément à partir de l'atmosphère via une symbiose. En effet, ce n'est pas la plante 
elle-même qui est capable de fixer l'azote atmosphérique, ce sont des bactéries fixatrices 
d'azote, vivant en association sur les racines des plantes. La plante (hôte) fournit de l'énergie 
aux bactéries (en forme des sucres) qui, en échange, cèdent l'azote fixé à la plante. Nous 
pouvons nommer, deux principaux groupes de plantes fixatrice d'azote : les légumineuses, qui 
s'associent avec les bactéries du genre Rhizobium et les plantes actinorhiziennes, qui 
s'associent avec les actinomycètes, des bactéries filamenteuses, Frankia (72-73).  
 
 
La symbiose avec Frankia se traduit par la formation de nodules (Figure 10), sur le système 
racinaire, siège de la fixation d'azote. 
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Figure 10. Symbiose actinorhizienne (aulne + Frankia). 
 
 
1.3. Les organismes étudiés 
 
Dans ce projet de recherche, nous nous sommes intéressés aux cycles de métaux présents dans 
la forêt boréale, et plus spécifiquement à l'homéostasie des métaux au sein de la symbiose 
fixatrice d'azote chez les plantes actinorhiziennes. 
 
Dans un contexte d'étude de sidérophores, nous avons également étudié deux champignons, 
Alpova diplophloeus et Cladosporium cladosporioides, ainsi que deux bactéries fixatrices 
non-symbiotiques d'azote, Azotobacter vinelandii et Azotobacter chroococcum.  
 
 
1.3.1. Plante actinorhizienne (aulne) 
 
Les plantes actinorhiziennes constituent le principal groupe de plantes fixatrices d'azote en 
milieu boréal (98). L'aulne est une espèce pionnière et se retrouvent dans pratiquement tous 
les écosystèmes (Figure 11). Les aulnes sont reconnus pour enrichir les sols pauvres en 
nutriments. C'est pour cette raison que cette espèce est utilisée pour diverses applications 
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phytotechnologiques (99-100). Les aulnes se retrouvent dans un grand nombre d'habitats et 
sous différents climats (humides, froids et tempérés (101)) tels que : le dépôt glaciaire, des 
sables, les milieux humides, les sols volcaniques, près des rivières et dans des zones de 
glissement de terrain (72, 130). La contribution des plantes actinorhiziennes à l'augmentation 
de l'azote dans les écosystèmes a lieu grâce à la formation de litière et à sa décomposition. 
Cette entrée non-négligeable de l'azote dans le sol, démontre l'importance de ces plantes dans 
l'équilibre de cycle de l'azote (102).  
 
 
 
Figure 11. Distribution des aulnes dans le monde (130). 
 
 
Les aulnes comprennent plusieurs espèces d'arbres et d'arbustes. Nous avons utilisé A. crispa 
(aulne verte) et A. rugosa (aulne blanc) pour le projet de recherche de cette thèse. Notre choix 
était basé sur la différence entre ces deux espèces de l'aulne; A. crispa est une espèce plus 
courte qui peut pousser dans les zones de montagne et plus froide, par contre A. rugosa est 
une espèce plus longue qui peut pousser dans les zones de montagne plus humide et à 
proximité des rivières. 
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1.3.2. Frankia spp. 
 
Les Frankia spp. sont des bactéries à Gram positif (98, 103). Elles ont une croissance très 
lente (98). Les Frankia spp. sont des bactéries filamenteuses, capables de former des agrégats 
en milieu liquide. Les Frankia spp. ont la capacité de fixer l'azote atmosphérique grâce à leur 
enzyme nitrogénase (103). Elles forment des nodules sur les racines des plantes 
actinorhiziennes où la fixation d'azote peut se produire. 
 
 
1.3.3. Alpova diplophloeus 
 
Alpova diplophloeus est un champignon ectomycorhizien. La majorité des espèces végétales 
dans la forêt boréale (Pinacées et bétulacées) est impliquée dans une symbiose 
ectomycorhizienne. Ce champignon ne s'associe qu'avec l'aulne, tandis que les aulnes peuvent 
établir une symbiose avec d'autres familles des champignons (104). 
 
 
1.3.4. Cladosporium cladosporioides 
 
Cladosporium cladosporioides est un champignon saprophyte vivant sur les résidus 
organiques dans les sols (105). C. cladosporioides est facile à cultiver, ce qui en fait un bon 
modèle pour des expériences de laboratoire. Il est déjà connu pour produire des ligands 
chélateurs du fer (106). Cependant, son sidérophore n'était pas caractérisé. Nous avons choisi 
ce champignon pour valider et optimiser notre méthode d'identification de sidérophores. 
 
 
1.3.5. Azotobacter vinelandii 
 
A.vinelandii est une bactérie à Gram négatif qui fait partie des bactéries fixatrices d'azote non-
symbiotiques. Elle possède les trois types de nitrogénases, et elle est retrouvée dans de 
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nombreux écosystèmes terrestres, dont la forêt boréale. A. vinelandii produit différents 
sidérophores comme l'aminochéline, l'azotochéline, la protochéline et l'azotobactine. Ces 
ligands sont produits en fonction des concentrations en fer, molybdène et vanadium (64, 107).  
 
A. chroococcum est une autre bactérie fixatrice d'azote qui possède la Mo-nitrogénase et la  
V-nitrogénase. Actuellement, son sidérophore n'est pas caractérisé. Nous avons utilisé cette 
bactérie pour étudier la compétition dans l'acquisition des métaux avec A.vinelandii via des 
métallophores. 
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CHAPITRE 2. MÉTHODES ET MATÉRIELS  
(BIOLOGIE) 
 
 
2.1. Culture de la symbiose aulne/Frankia 
 
2.1.1. Les graines 
 
Les graines d'Alnus incana ssp. rugosa (lot 8421683.0) et d'Alnus viridis ssp. crispa (lot 
8421725.0) ont été obtenues du Centre national de semences forestières du Canada 
(Fredericton, NB). Tous les protocoles de cette section proviennent du laboratoire du Pr. Roy 
(co-superviseur), département de biologie, Université de Sherbrooke. 
 
 
2.1.2. Protocole de séparation des graines d'A. rugosa et d'A. crispa (viables/non-viables) 
 
Puisque les graines d'aulne non-viables, en raison de l'absence ou de l'altération importante du 
germe, ont une densité plus faible que les graines viables, il est possible de les séparer selon 
leur densité. Les graines ont été plongées dans 40 ml d'hexane, les graines non-viables 
flottent, tandis que les graines viables coulent au fond du récipient (108). 
 
 
2.1.3. Protocole de stérilisation des graines d'aulnes 
 
Les graines d'A. rugosa (200 graines) ont été stérilisées une première fois avec 30 ml de 
peroxyde d'hydrogène 30% (Sigma Aldrich) pendant 20 min sur un agitateur rotatif (Roto 
flex, 22 rpm, Agros). Les graines d'A. crispa ont été stérilisées tel que décrit par Bélanger et 
al., en 2011 (108), sauf pour cette modification, les graines d'A. crispa ont été traitées avec 20 
ml H2O2 à 30% + 10 ml d'eau distillée stérile (autoclavée) pendant 5 min à cause de leur taille 
et de leur sensibilité. 
 33 
 
La stérilisation a été suivie par trois lavages successifs de 10 min avec 30 ml d'eau distillée 
stérile (autoclavée) toujours sur un agitateur rotatif (Roto flex, 22 rpm, Agros). Suite au 
troisième lavage, l'eau de lavage a été remplacée par 50 ml de l'eau distillée stérile 
(autoclavée) puis les graines ont été placées à l'obscurité pendant 24 h à 4°C. Le processus de 
stérilisation a été répété une deuxième fois en répétant ces étapes.  
 
 
2.1.4. Protocole de germination de graines d'aulne sur boîte de Pétri 
 
Les graines stériles ont été placées sur boîte de Pétri (Figure 12) contenant un milieu de 
germination (détails dans la section 2.4.1) puis les boîtes ont été fermées à l'aide de parafilm 
M® PM999. La germination a eu lieu dans un plantarium (16 h jour à 22°C et 8 h nuit à 18°C 
et 70% d'humidité) avec un régime de lumière de 500-600 µmoles.photons.m
-2
.s
-1
pour les 
boîtes de Pétri contenant les graines d'A. rugosa alors que celles qui contenaient les graines de 
A. crispa ont été placées de façon à recevoir de 250 à 500 µmoles.photons.m
-2
.s
-1
. 
 
Les boîtes de Pétri ont été placées sur un plateau à 45° (pendant 1 mois) de façon à ce que les 
petites parties pointues des graines pointent vers le haut. 
 
 
 
Figure 12. Graines sur boîte de Pétri contenant le gel de germination (1er jour). 
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2.1.5. Préparation des pots magenta pour la culture d'aulnes en matrice sable : perlite (1:1 v/v)  
 
Les pots magenta (Magenta, 320 ml, GA-7, Bioworld, Dublin, USA) ont été remplis avec un 
mélange à parts égales de sable (sable de jeu, les produits jardiniers QUALI-GROW Garden 
Products Inc., L'Orignal, ON, Canada) et de perlite (Clarke et fils à Lennoxville, QC, 
Canada). Puis, 100 ml de la solution de Hoagland's 0,1X + 5 ppm d'azote sous forme KNO3 
(détails dans la section 2.4.2) et 20 ml de perlite concassée ont été ajoutés dans chaque pot. 
 
Les pots ont ensuite été stérilisés par irradiation (Nordion, QC, Canada). Les pots magenta ont 
été alors prêts pour recevoir les plantules. 
 
Toutes les expériences ont été réalisées dans des bacs en polycarbonate contenant chacun huit 
pots magenta ((Figure 14) section 2.1.8). 
 
 
2.1.6.  Préparation des bacs en polycarbonate 
 
Les bacs en polycarbonate (Cambro, Camwearfood box (clear), CAM-12189C, 18 L) ont été 
utilisés pour l'incubation des plantules. Les bacs en polycarbonate possèdent deux ouvertures 
muni de filtre MilliWrap 0,22 µm (Millipore Corporation, Bedford, MA) à leurs extrémités 
afin de faciliter les transferts de gaz tout en maintenant l'environnement stérile.  
 
Tous les bacs ainsi que les couvercles ont été autoclavés dans un cycle liquide 30 min avant 
de recevoir les pots magenta.  
 
Toutes les manipulations décrites dans les sections 2.1.4, 2.1.7 à 2.1.10 ont été réalisées sous 
hotte biologique afin de maintenir l'axénie des cultures. 
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2.1.7. Protocole de transfert des plantules en pot magenta 
 
De jeunes plantules d'aulnes (environ 5 semaines pour A. crispa et 4 semaines pour A. rugosa 
de germination sur boîte de Pétri (Figure 13)) ont être transférées en matrice solide (pots 
magenta).  
 
 
 
Figure 13. Plantules d'aulne après un mois de germination sur boîtes de Pétri. 
 
 
De manière générale, après transfert dans les pots magenta, les plantules ont été arrosées avec 
5-10 ml de la solution de Hoagland's 0,1X + 5 et 45 ppm d'azote sous forme de KNO3 (109) 
une fois par semaine en condition stérile.  
 
Nous avons décidé d'utiliser le nitrate de potassium (KNO3) comme une source d'azote parce 
que nous avons voulu éviter l'utilisation d'un mélange de NH4
+
/NO3
-
. Cette hétérogénéité dans 
la source d'azote peut rendre l'interprétation des données plus difficile. De plus le choix du 
ratio entre les deux composés sources d'azote (NH4
+
/NO3
-
) est difficile à établir. Bien que 
l'aulne soit connu pour être plus efficace à utiliser NH4
+ 
par rapport à NO3
-
, NO3
- 
est la forme 
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prédominante d'azote dans les stades précoces de succession végétale (110-111). Les aulnes 
sont des contributeurs importants de développement et de la qualité du sol aux premières 
successions (98). Ainsi nous avons opté pour le KNO3 car il facilite l'interprétation des 
résultats et il est plus représentatif des conditions naturelles. Il est cependant important de 
garder à l'esprit ce choix de la source d'azote lors de l'interprétation des données et lors de 
notre conclusion. Les concentrations d'azote ajoutées ont été sélectionnées en fonction des 
résultats d'une étude précédente (112). 
 
 
2.1.8. Incubation en chambre de croissance et manipulation 
 
Tous les bacs contenant chacun huit pots (Figure 14) ont été incubés dans deux chambres de 
croissance (SPC-56, biochambers, Winnipeg, MT, Canada) en conditions contrôlées (14 h 
jour à 22°C, 70% d'humidité et 10 h nuit à 18°C, 80-90% d'humidité avec un régime de 
lumière de 500-600 µmoles.photons.m
-2
.s
-1
) pour une durée totale de 6 mois. La moitié des 
bacs ont été incubés à 400 ppm de CO2 (concentration actuelle) et l'autre moitié à 1000 ppm 
de CO2 (concentration prévue pour 2100-2150, selon IPCC, A1F1 scénario). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14. Huit pots magenta dans un bac en polycarbonate, prêt à être placés dans la chambre 
de croissance. 
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2.1.9. Inoculation avec Frankia sp. 
 
L'inoculation avec Frankia sp. (ACN14a) doit avoir lieu lorsque les plantules ont atteint le 
stade 4 à 6 feuilles (après 2-3 semaines de croissance en pots magenta, (Figure 15)).  
 
La souche Frankia sp. a été cultivée dans le milieu BAPS (108). Des cultures de deux 
semaines ont été employées afin de préparer l'inoculum. Le culot de Frankia a été mis en 
suspension dans un volume de solution de Hoagland's 0,1X avec 5 ppm d'azote afin d'obtenir 
une concentration de 1 µL/PCV (packed cell volume) par ml de solution. Chaque plante a été 
arrosée avec 10 ml de cette solution.  
 
Toutes les étapes de la préparation de l'inoculum de Frankia ont été faites par les biologistes 
du laboratoire du Pr. Roy (108). 
 
  
 
Figure 15. Croissance de l'aulne en symbiose avec Frankia en pots magenta. À gauche les 
plantules après 2 semaines d'inoculation avec Frankia, à droite les plantes à la fin de la durée 
de croissance. 
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2.1.10. Récolte et dissection 
 
Après six mois de croissance (Figure 16), les nodules, racines, tiges et feuilles ont été 
disséqués. Le nombre des nodules ainsi que la masse des nodules, racines, tiges et feuilles par 
plante ont été déterminés. Tous les échantillons ont été séchés à 70°C pendant 2 à 3 jours pour 
déterminer la masse sèche. 
 
Avant de sécher les tissus, la mesure de la fixation d'azote par les nodules a été réalisée sur les 
nodules encore attachées aux racines (détails dans la section préparation des échantillons 
2.5.1). 
 
Après détermination de la masse sèche, tous les échantillons ont été préparés pour l'analyse 
élémentaire (détails dans la section préparation des échantillons 2.5.3). 
 
 
 
Figure 16. Dernier jour de croissance avant la dissection. 
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2.2. Préparation des litières de feuilles pour les expériences de décomposition 
 
2.2.1. Études de la biodiversité des litières dans le relargage des nutriments 
 
Cette expérience a été réalisée via le réseau international IDENT (International Diversity 
Experiment Network with Trees) lié à TreeDivNet (global network of tree diversity 
experiments) situé à l'Université McGill (Sainte-Anne-de-Bellevue, Québec, Canada).  
 
Les expériences ont porté sur des litières de feuilles provenant de douze espèces différentes 
(feuillus et résineux) de plantes de la forêt tempérée d'Amérique du Nord.  
 
Les litières de feuilles pour chacune des douze espèces ont été récoltées en octobre 2011, 
après leur chute de l'arbre, immédiatement séchées à 60°C pendant trois jours pour arrêter les 
processus de décomposition, puis stockées à l'obscurité à 2°C. Les mélanges de litières ont été 
préparés avec une masse sèche égale de chaque espèce d'intérêt afin d'obtenir une masse totale 
de 2,0 g quel que soit le nombre d'espèces incluses. Ces mélanges ont été placés dans des sacs 
à litière (RCR, mailles de 2 mm) en fibre de verre (15 cm x 15 cm). Chaque site était composé 
de douze communautés de monoculture (Annexe 8), quatorze mélanges de deux espèces 
(Annexe 9), dix mélanges de quatre espèces (Annexe 10) et un mélange de douze espèces. Les 
sacs de litière ont été placés sur les sites mi-avril 2012. Dans chaque site, quatre sacs de litière 
identiques ont été placés directement sur la surface du sol. Avant de placer les sacs sur le site, 
trois sacs de chaque espèce (seule et mélangée) ont été pris comme contrôle (t0). Les quatre 
sacs ont été récoltés à quatre dates différentes (28, 59, 124 et 184 jours après dépôt sur site). 
Au total, 592 sacs de litière (4 sites x 37 communautés/site x 4 sacs/communauté) ont été 
récoltés (cette étape de travail a été faite par les écologistes, Université de Sherbrooke). 
 
Après la récolte, les échantillons ont d'abord été nettoyés manuellement afin de retirer les 
débris exogènes, puis lavés à l'eau, et immédiatement séchés à 60°C pendant trois jours. 
Après séchage, la masse sèche a été déterminée et les échantillons ont été préparés pour 
l'analyse élémentaire (détails dans la section préparation des échantillons 2.5.3). 
 
 40 
 
2.2.2. Études de gradient d'azote dans le relargage des nutriments 
 
Les sites d'échantillonnage sont situés dans la forêt tempérée froide du sud du Québec, 
Canada; parc du Bois Beckett et parc de la Yamaska. Ces sites ont été sélectionnés suite aux 
résultats d'une étude précédente (33). 
 
Les litières de résineux et le sol ont été récupérés séparément sur les deux sites (sur une 
surface de 10 m x 10 m) début d'octobre 2014. Une masse sèche de litière égale à 2,0 g a été 
placée dans des sacs de litière (RCR, mailles de 2 mm) en fibre de verre (10 cm x 10 cm). 
Ensuite, les sacs de litière ont été placés directement à la surface des microcosmes constitués 
du sol provenant de chaque parc dans des bacs en polycarbonate.  
 
Le sol du parc de la Yamaska est un sol riche en matière organique et contenant beaucoup de 
vers de terre (ils ont été séparés avant de la préparation des bacs), alors que le sol du parc du 
Bois Beckett est moins riche en matière organique. Chaque bac contenait une épaisseur de 6 
cm de sol (soit un volume de 4,88 m
3
). Dans chaque bac, neuf sacs de litière (Figure 17) ont 
été placés pour les neuf points du temps (7, 14, 21, 28, 42, 57, 87, 117, 177 jours après 
l'incubation) et trois bacs pour chaque concentration d'azote (réplicats). Avant de placer les 
sacs dans les bacs, trois sacs de chaque ont été pris comme contrôle (t0). Au total, 219 sacs de 
litière ont été récoltés.  
 
Les microcosmes ont été incubés dans une chambre de croissance (SPC-56, Biochambers, 
Winnipeg, MT, Canada, 10 h obscurité à 18°C, 90-80% d'humidité/14 h de lumière au 22°C, 
70% d'humidité). Les microcosmes en chambre de croissance permettent un meilleur contrôle 
des facteurs climatiques influençant la décomposition de la litière (le dépôt atmosphérique, la 
pollution de l'air, le changement brutal de la température, la précipitation) par rapport aux 
expériences in situ (section 2.2.1).  
 
Les litières ont été arrosées une fois par semaine avec 200 ml d'une solution de nitrate 
d'ammonium avec trois concentrations correspondant à un équivalent de 3, 9, 15 kg.ha
-1
.an
-1 
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(N1 (0,0014 g/ml), N2 (0,0042 g/ml), N3 (0,007 g/ml) représentant respectivement 1, 3 et 5 
fois le dépôt atmosphérique d'azote en forêt boréale non antropisée (113). 
 
Après la récolte, les échantillons ont été séchés à 60°C pendant trois jours pour déterminer la 
masse sèche et ensuite préparés pour l'analyse élémentaire (détails dans la section préparation 
des échantillons 2.5.3). 
 
 
 
Figure 17. Sacs contenant les litières placés sur le sol dans un bac en polycarbonate. 
 
 
2.3. Microorganismes  
 
2.3.1. Champignons 
 
2.3.1.1. Souches et condition de maintien des cultures 
 
Les souches de champignons ont été récupérées du laboratoire du Pr. Roy, sur boîte de Pétri 
contenant du gel de Melin-Nokrans Medium (MNM (114) détails dans la section 2.4.3). 
 
 Cladosporium cladosporioides a été fourni par le Pr. Roy. 
 Alpova diplophloeus a été fourni par Symbiotech Research Inc. (Edmonton, AB, 
Canada). 
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Environ 20 ml de milieu MNM ont été coulés dans chaque boîte de Pétri et un carré de 1 cm x 
1cm de champignon a été placé sur le gel. Les boîtes de Pétri ont ensuite été fermées avec du 
parafilm M® PM999. 
 
 
2.3.1.2. Étude de la production de sidérophores 
 
Après la croissance (environ 3-4 mois) sur le gel, les souches de champignons ont été 
transférées dans des erlenmeyers de 250 ml contenant de 100-150 ml de milieu MNM liquide 
(détails dans la section 2.5.5). Nous avons testé un gradient de concentrations en fer (citrate 
ferrique à 3x10
-5
, 1,5x10
-6
, 6x10
-7 
M et inférieur à 6x10
-7
 M). Toutes les concentrations ont 
été testées en triplicata. 
 
Les erlenmeyers ont été placés sur un agitateur-incubateur (multitron Pro, Infors HT) à la 
vitesse de 130 rpm (115) pendant 2-5 mois (en fonction de la vitesse de croissance de chaque 
champignon) à 25-30°C. 
 
Après la période de croissance, le milieu de culture a été collecté à l'aide de pipettes. Les 
surnageants (150 ml) ont été collectés puis analysés par UPLC/Q-TOF pour identifier des 
sidérophores (détails dans la section préparation des échantillons 2.5.5). 
 
 
2.3.2. Bactéries 
 
2.3.2.1. Souches 
 
 Azotobacter vinelandii OP (ATCC 13705) a été fournie par Cedarlane. 
 Azotobacter chroococcum Beijerinck B3 (ATCC 7486) a été fournie par Cedarlane. 
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2.3.2.2. Étude du rôle des métallophores dans la gestion de la compétition pour l'acquisition 
des micronutriments chez Azotobacter 
 
Les bactéries A. vinelandii OP et A. chroococcum B3 ont été préconditionnées dans un milieu 
de culture Fraquil modifié (détails dans la section 2.4.4) contenant du molybdène et du 
vanadium aux concentrations [Mo] = [V] = 10
-8 
M, dans des flasques de culture (Nunc, 
EasYFlask
TM
 culture Flasks, 75 cm
2
, VWR).  
 
1 ml de la culture (DO ~ 0.6) a été inoculé dans des cellules de co-culture contenant 200 ml 
de milieu de culture ((Figure 18), section 2.3.2.3). 
 
Trois conditions ont été testées en duplicatas. 
 
1) [Mo] = [V] = 10-7 M -/+ acide tannique 10-4 M 
2) [Mo] = [V] = 10-8 M -/+ acide tannique 10-4 M 
3) [Mo] = 5x10-8 M et [V] = 2x10-7 M -/+ acide tannique 10-4 M 
 
Les cellules ont été placées dans un incubateur-agitateur (multitron Pro, Infors HT) à 25°C et 
à une vitesse de 100 rpm. Les conditions pour chaque paire de cellules étaient  
 
1) Contrôle OP/OP 
2) Contrôle B3/B3 
3) Compétition OP/B3 
 
 
2.3.2.3. Cellules de co-culture de croissance de microorganismes 
 
La configuration des cellules de co-culture a été proposée par notre partenaire allemand, 
groupe de T. Wichard (Jena) et a été fabriquée en Allemagne (VWR, Dresden, Allemagne). 
La configuration de co-culture se compose de deux flasques de culture en verre (500 ml, 
Durant culture flasks) avec une ouverture de 100 mm (Figure 18) en haut de chaque flasque. 
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Les deux flasques peuvent être assemblées par une pince et une membrane de 0,2 µm 
(Durapore, Millipore, Billerica, MA, USA) pour séparer les deux flasques en gardant des 
échanges au niveau des métabolites. Un joint en silicone (O-ring) a été placé entre les deux 
flasques pour empêcher la fuite du milieu de culture. Toutes les parties sont autoclavables 
pour garder les cultures en condition stérile. 
 
 
 
Figure 18. Cellule de co-culture de croissance de microorganismes. 
 
 
Des prélèvements de culture ont été effectués à intervalles réguliers (environ toutes les 6 h). 
 
 1 ml de culture a été dédié au suivi de la croissance des cultures par mesure de la 
densité optique (620 nm). 
 
 10-30 ml de culture (dépendant de la densité optique des cultures) ont été centrifugés. 
Le culot (bactéries) a été préparé pour l'analyse élémentaire du contenu cellulaire 
(détails dans la section préparation des échantillons 2.5.3). Les surnageants ont été 
préparés pour l'analyse de la présence de métallophores par UPLC/Q-TOF (détails 
dans la section préparation des échantillons 2.5.5). 
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2.4. Milieux de culture 
 
2.4.1.  Gel de germination pour les graines d'aulnes 
 
La composition de ce gel de germination est présentée dans le tableau ci-dessous pour 1 L. 
Tous les produits nécessaires à la préparation de ce milieu ont été achetés chez Sigma Aldrich 
(Canada). 
 
Tableau 1. Composition du gel de germination pour 1 L. 
 
Produit Quantité (L
-1
) 
MS (Murashing and Skoog basal salt mixture) 4,3 g 
Sucrose 25 g 
Vitamines Gamborg's (114) 1X 
Gelrite, GellanGum (115) 3 g 
Sol. Concentrée de sels (10X) 
(CaCl2.2H2O (1,5 g) + MgSO4.7H2O (0,5 g))/250 ml 
100 ml 
 
 
Le pH a été ajusté à 5,7 avant l'autoclave. Avant de couler le gel (20 ml par boîte de Pétri), la 
solution de 1000X de vitamines de Gamborg's a été ajoutée pour obtenir une concentration de 
1X. 
 
 
2.4.2. Préparation de la solution d'Hoagland's 0,1X (109) 
 
La composition de cette solution est présentée dans le tableau ci-dessous pour 1 L. Tous les 
produits nécessaires à la préparation de ce milieu ont été achetés chez Sigma Aldrich 
(Canada). 
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Tableau 2. Composition de la solution d'Hoagland's pour 1 L. 
 
Produit Quantité (L
-1
) 
0,1 M KCl 5 ml 
0,1 M CaCl2 5 ml 
0,1 M MgSO4.4H2O 2 ml 
0,1 M KH2PO4 1 ml 
0,01 M FeSO4.7H2O-Na2.EDTA 0,2 ml 
Micronutriments 1000X 
0,045 M H3BO3 
0,01 M MnCl2.H2O 
0,8 mM ZnSO4 
0,3 mM CuSO4.5H2O 
0,1 mM Na2MoO4.2H2O 
0,1 ml 
 
 
Pour les besoins des expériences, la concentration en azote a été ajustée par ajout de KNO3 à 
une concentration finale de 5 à 45 ppm. 
 
 
2.4.3. Milieu solide ou liquide MNM (114) 
 
La composition de ce milieu est présentée dans le tableau ci-dessous pour 1 L. Tous les 
produits nécessaires à la préparation de ce milieu ont été achetés chez Sigma Aldrich 
(Canada). 
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Tableau 3. Composition du milieu de MNM pour 1 L. 
 
Produit  Quantité (L
-1
) 
CaCl2.2H2O                          
NaCl                                      
KH2PO4                                                   
1,32 g/L 
0,5 g/L 
10 g/L 
50 ml 
(NH4)2HPO4                          5 g/L 50 ml 
MgSO4.7H2O                        3 g/L 50 ml 
Solution ferrique 1%     
Citrate ferrique                      
Acide citrique                        
 
10 g/L 
10 g/L 
3 ml 
Thiamine                               0,1 µg/L 1 ml (100 µg/L) 
Malt extract  3 g 
Glucose  10 g 
Agar  10-15 g 
 
 
Le milieu MNM solide été obtenu par ajout de 10-15 g/L d'Agar. Avant l'autoclave, le pH a 
été ajusté à 5,5, ensuite le milieu a été stérilisé dans un cycle liquide 45 puis coulé dans des 
boîtes de Pétri.  
 
Pour les études sur la production de sidérophores, la concentration en fer a été ajustée soit en 
modifiant la concentration de la solution ferrique 1% soit en la remplaçant par une solution de 
FeCl3.EDTA.  
 
 
2.4.4. Milieu de culture d'Azotobacter (Fraquil modifié (118)) 
 
Le milieu de culture doit être préparé dans des bouteilles (Media storage BTL GRAD 1000 
ml, Fisher scientific) déjà lavées avec HCl 10% pour retirer les traces de métaux. Toutes les 
solutions sont préparées dans l'eau MilliQ.  
 48 
 
La composition de ce milieu est présentée dans le tableau ci-dessous pour 1 L. Tous les 
produits nécessaires à la préparation de ce milieu ont été achetés chez Sigma Aldrich 
(Canada). 
 
Tableau 4. Composition du milieu de Fraquil modifié pour 1 L. 
 
Produit  Quantité (L
-1
) 
Mannitol  10 g 
Glucose  10 g 
K2HPO4  0,4 g 
KH2PO4  0,68 g 
CaCl2  0,1 g 
MgSO4  0,1 g 
Solution de métaux 1000X 
MnCl2                  
CuCl2                  
CoCl2                            
ZnSO4                 
 
2,4x10
-7
 M 
10
-8
 M 
2,7x10
-8
 M 
5,4x10
-8
 M 
1 ml 
Fe/EDTA 
FeCl3                   
EDTA                  
 
5x10
-6
 M 
10
-4
 M 
1 ml 
 
 
Les concentrations en fer, molybdène et vanadium ont été ajustées selon les besoins des 
expériences (Mo = Na2MoO4, V = NaVO3). 
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MÉTHODES ET MATÉRIELS  
(CHIMIE) 
 
 
2.5. Préparation des échantillons 
 
2.5.1. Mesure de la fixation d'azote par les nodules d'aulnes (réduction de l'acétylène) 
 
L'activité de fixation d'azote a été évaluée en utilisant un dosage par réduction d'acétylène 
(ARA : Acetylene Reduction Assay (119)). Les mesures ont été réalisées sur les nodules 
encore attachés aux racines, car la mesure de cette activité sur les nodules séparés a été 
montrée comme faussant les résultats (120). 
 
Après la dissection (2.1.10), les nodules et les racines fraîches ont été placés dans des pots 
massons de 250 ml et 10% (v/v) du volume des pots a été remplacé par de l'acétylène 
(produits à partir de la réaction du carbure de calcium avec l'eau). Des échantillons (10 ml de 
gaz) ont été prélevés après 2, 4, 6 h et la concentration d'éthylène produit a été déterminée en 
utilisant un chromatographe en phase gazeuse équipé d'un détecteur à ionisation de flamme 
(GC-8A, Shimadzu, Kyoto, Japon) et une colonne de Haysep n (80/100, 2.0 m x 1.8, acier 
inoxydable). 
 
 
2.5.2. Minéralisation pour analyse élémentaire 
 
2.5.2.1. Échantillon d'Aulnes 
 
Les quatre tissus de plante (nodule, racine, tige, feuille) ont été disséqués à la fin de 
l'expérience (2.1.10) avant de passer à l'étape du séchage. Avant le séchage, afin de se 
débarrasser des métaux pouvant être adsorbés aux racines, ces dernières ont été lavées dans 
une solution d'oxalate-EDTA (121) trois fois pendant 1 min, puis rincées dans l'eau (MilliQ). 
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Ensuite, ces quatre tissus de plante (nodule, racine, tige, feuille) ont été séchés à 70°C pendant 
2 à 3 jours afin qu'il ne reste plus aucune trace d'humidité pour déterminer la biomasse sèche. 
Les tissus ont été alors réduits en fine poudre dans l'azote liquide à l'aide d'un pilon et d'un 
mortier en céramique préalablement lavés à l'acide (HCl 10% préparée de la solution 
concentrée) pour éviter toute contamination en métaux. Environ 100 mg d'échantillon ont été 
digérés à l'acide nitrique concentré (HNO3, trace metal grade). 
 
Deux méthodes de minéralisation ont été évaluée; minéralisation par four et minéralisation 
assistée par micro-ondes pour les trois tissus (feuille, tige, racine) de la plante. 
 
 
2.5.2.1.1. Minéralisation par four 
 
100 mg d'échantillon ont été placés dans des tubes de 15 ml (Falcon® Centrifuge Tubes, 
VWR) avec 2 ml d'acide nitrique (trace metal grade). Ensuite les tubes ont été placés dans un 
four à 80°C pendant 3 jours. II est à noter que pour atteindre une masse suffisante de 
biomasse sèche, il a parfois été nécessaire d'amalgamer plusieurs échantillons de plantes d'une 
même condition. Ainsi pour certaines conditions, une seule analyse a pu être réalisée. 
 
 
2.5.2.1.2. Minéralisation assistée par micro-ondes 
 
Cette méthode permet une minéralisation plus agressive grâce à une augmentation importante 
de la pression et de la température dans l'appareil de digestion. 100 mg d'échantillon ont été 
placés dans un tube de digestion en Téflon auxquels ont été ajoutés 10 ml d'acide nitrique 
concentré (trace metal grade). Ensuite ils ont été digérés à l'aide d'un digesteur micro-ondes 
(Mars Xpress CEM), selon les paramètres suivants : puissance 800 watt, 100%, 0-205°C en 
15 minutes, 205°C pendant 60 minutes, suivie d'une période de refroidissement d'une heure. 
 
La comparaison des résultats obtenus avec les deux méthodes de minéralisation (ICP/MS) a 
révélé des différences négligeables (maximum 10%). Considérant la grande quantité 
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d'échantillons à traiter, nous avons décidé de privilégier la minéralisation par four pour des 
raisons de gain de temps dans la préparation des échantillons. 
 
 
2.5.2.2. Minéralisation par digesteur sur plaque (échantillons de litières de feuilles)  
 
La minéralisation des litières a été réalisée à l'aide d'un digesteur sur plaque (DigiPREP Jr 
digester, SCP SCIENCE, Baie d'Urfé, Canada). Cet appareil permet la digestion rapide d'un 
grand nombre d'échantillons dans des conditions contrôlées. Cet équipement acquis par le 
laboratoire en 2013 n'était pas disponible lors de la préparation des échantillons du projet sur 
l'aulne (2.5.2.1). 
 
Il est préférable d'avoir un composé référence pour valider la méthode de minéralisation. 
Nous avons utilisé l'aiguilles de pin (Pinus Taeda, standard reference material
®
 1575a, NIST) 
pour la validation et l'évaluation de l'efficacité de la méthode de minéralisation par digesteur 
sur plaque. 
 
Les échantillons ont été séchés et broyés selon les protocoles décrits dans la section 2.5.2.1. 
100 mg d'échantillon ont ensuite été placés dans les tubes de digestion (DigiTUBEs 15 ml, 
SCP SCIENCE) auxquels ont été ajoutés 2 ml d'acide nitrique concentré (trace metal grade). 
Les échantillons ont alors été digérés à 65°C pendant 4 heures. Après une étape de 
refroidissement (30 min), 500 µl de H2O2 ont été ajoutés, suivi par un second cycle de 4 
heures à 65°C. 
 
 
2.5.2.3. Minéralisation par digesteur sur plaque (échantillons de bactéries) 
 
Les culots bactériens (détails dans la section 2.3.2.2) ont été digérés à l'aide du digesteur sur 
plaque (DigiPREP Jr digester, SCP SCIENCE, Baie d'Urfé, Canada). Les culots ont été 
resuspendus dans 2 ml acide nitrique concentré (trace metal grade) dans les tubes de digestion 
(DigiTUBEs 15 ml, SCP SCIENCE) puis digérés à 65°C pendant 2 heures.  
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2.5.3. Analyse élémentaire par ICP/MS  
 
Après minéralisation, les échantillons ont été dilués (eau MilliQ) avant analyse élémentaire 
par spectrométrie à torche à plasma (ICP/MS, XSeries 2, Thermo Scientific). Les éléments 
analysés étaient : aluminium (Al), cobalt (Co), cuivre (Cu), fer (Fe), magnésium (Mg), 
manganèse (Mn), molybdène (Mo), phosphore (P), titane (Ti), vanadium (V) et zinc (Zn). Le 
fonctionnement et l'efficacité de l'instrument surtout la cellule de collision pour éliminer les 
interférences isobariques et polyatomiques ont été vérifiés au laboratoire avec la méthode de 
dosage par ajouts dosés ainsi qu'en utilisant un standard certifié d'eau de rivière (SLRS-5, 
certificate reference material). 
 
 
2.5.3.1. Droite d'étalonnage  
 
Une première droite d'étalonnage (R
2
 > 0.999) s'étendant de 0,01 à 200 ppb a été effectuée 
pour Al, Co, Cu, Mg, Mn, Mo, Ti, V et Zn à partir d'une solution multiéléments certifiée (26 
éléments/5% HNO3, Elemental Scientific). Une seconde droite d'étalonnage a été effectuée 
pour les éléments naturellement plus abondants (P et Fe) sur une gamme s'étendant de 20 ppb 
à 1000 ppb à partir de solution certifiée de phosphore (P=1000 ppm/0.05% HNO3, Elemental 
Scientific) et de fer (Fe=100 ppm/2% HNO3, Elemental Scientific). 
 
 
2.5.3.2. Limite de détection 
 
Les limites de détection sont présentées dans le tableau ci-dessous (Tableau 5). La limite de 
détection et de quantification ont été calculées suivant les équations suivantes (10 blancs) : 
 
 Limite de détection par la méthode des écart-types : Ld = 3 x écart-type des blancs 
 Limite de quantification par la méthode des écart-types : Lq = 10 x écart-type des 
blancs 
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Tableau 5. Limites de détection pour l'ICPMS 
 
Élément Limite de détection 
P 20 ppb 
Al, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Ti, et Zn 0,1 ppb 
Mo et V 0,01 ppb 
 
 
2.5.3.3. Étalon interne 
 
Afin d'assurer la qualité des mesures, il convient de prendre en compte lors de l'analyse les 
effets de matrice ainsi que les variations de l'appareil lors de l'utilisation. Ces variations 
peuvent être corrigées par l'utilisation d'un étalon interne, consistant en l'ajout d'une quantité 
connue, dans tous les étalons externes et échantillons, d'un élément de référence durant 
l'analyse. Les caractéristiques d'un bon étalon interne sont : (i) de ne pas être présent parmi les 
éléments à analyser dans l'échantillon, (ii) d'être un élément inerte (ne pas interférer avec 
l'analyte), (iii) d'avoir des propriétés physiques et chimiques proches de l'analyte et (iv) 
d'avoir une concentration ajustée par rapport aux éléments d'intérêts. Lors de l'analyse, les 
variations de signal sur les analytes, sont également observées pour les étalons internes. En 
considérant ces variations et en calculant le rapport des deux signaux (analyte et étalon 
interne), il est donc possible d'éliminer ces variations. De plus, l'ajout de l'étalon interne avant 
les étapes de la préparation des échantillons, permet de prendre en compte les pertes en 
analyte et il est alors possible de quantifier la concentration de l'analyte dans l'échantillon de 
départ.  
 
Dans notre cas, un étalon interne de rhodium à 200 ppb a été ajouté aux échantillons ainsi qu'aux 
étalons externes, la concentration finale de rhodium était de 4 ppb. Les résultats finaux sont 
exprimés en gramme de métal/gramme de biomasse sèche de l'échantillon analysé dans le cas 
des végétaux, ou le rapport de métal/phosphore dans le cas des microorganismes. Nous avons 
choisi le phosphore, car cet élément est un bon indication de la biomasse grâce à son rôle 
structural.  
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2.5.4. Détection de sidérophores 
 
2.5.4.1. Méthodes conventionnelles de dosage des sidérophores 
 
Il existe plusieurs méthodes de dosage des sidérophores adaptée aux différentes familles de 
sidérophore. La production des sidérophores est fortement dépendante de la biodisponibilité 
du fer. Généralement la production de sidérophore augment avec la diminution de la 
concentration biodisponible en fer dans le milieu de culture. Ainsi, il est important de 
contrôler et de limiter la source de fer dans le milieu de culture des microorganismes afin de 
stimuler la production des sidérophores. 
 
 
2.5.4.2. Dosage par test au chrome azurole sulfonates (CAS) 
 
C'est un test universel décrit par Schwyn et Neilands (122), qui est basé sur l'affinité des 
sidérophores (catéchole et hydroxamate) pour le fer. Le complexe ternaire chrome azurole-
fer-HDTMA (hexadecyltrimethylammonium bromide) sert d'indicateur coloré. Sa couleur 
change du bleu à l'orange en présence d'un chélant plus fort, qui peut décomplexer son fer. 
Cette méthode est applicable en milieu liquide et en milieu solide sur boîte de Pétri. C'est une 
méthode qualitative permettant de visualiser rapidement la production des sidérophores 
cependant elle est très peu spécifique. 
 
 
2.5.4.3. Dosage des catécholates: test d'Arnow (123) 
 
Brièvement, ce test s'effectue par, l'ajout de HCl (5N), de réactif (20% NaNO2 et 20% de 
Na2MoO4) et de NaOH (10N), aux échantillons. La présence de sidérophores est déterminée 
par l'apparitions d'une coloration jaune mesurée par absorbance à 515 nm. C'est une méthode 
qualitative comme le test au chrome azurole sulfonates permettant de visualiser la plus 
spécifiquement production des catécholates. 
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2.5.4.4. Dosage des hydroxamates: test de Csaky (124)  
 
Le test s'applique spécifiquement aux sidérophores de la famille des hydroxamates. Ce test 
peut détecter les ligands libres ou complexés avec le fer dans des échantillons biologiques. Ce 
test s'effectue par, l'ajout de H2SO4 (3N) aux échantillons. Après une étape d'hydrolyse de 30 
min, les échantillons sont neutralisés avec de l'acétate de sodium. Les lectures de l'absorbance 
se font à 526 nm en présence d'une référence d'hydroxylamine pour confirmer la production 
de sidérophore. C'est encore une méthode qualitative, les résultats seront exprimés en termes 
de présence ou d'absence des hydroxamates. 
 
 
2.5.4.5. Dosage de certains hydroxamates par voie biologique 
 
Les méthodes de dosage biologique des sidérophores sont basées sur la croissance 
bactérienne. En utilisant des bactéries mutantes auxotrophes (organisme vivant incapable de 
synthétiser un composé organique nécessaire à son développement) à ces composés. La 
différence entre la croissance de ces mutants et les bactéries capables de produire les 
sidérophores est en corrélation avec la quantité de sidérophores présente dans le milieu 
(facteur important pour la croissance). Cette production peut être mesurée, soit en milieu 
liquide par la densité optique des cultures bactériennes, soit en milieu solide par la présence 
du halo de croissance de la bactérie autour du point de dépôt de sidérophores. 
 
Toutes les méthodes décrites ci-dessus (2.5.4.1-2.5.4.5) sont peu performantes pour la 
détection de faibles concentrations de sidérophores. Elles permettent des dépistages rapides, 
cependant ces méthodes sont fortement limitées par la capacité quantitative. Or, en général, 
les quantités de sidérophores sécrétées sont relativement faibles, nous avons donc décidé 
d'utiliser une méthode plus performante pour l'identification et la quantification des 
sidérophores; l'analyse par UPLC/MS. 
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2.5.5. Extraction des métallophores 
 
Les méthodes d'extraction permettent d'isoler la molécule (analyte) d'intérêt des autres 
molécules de la matrice. Plusieurs méthodes d'extraction ont été testées pour l'analyse des 
sidérophores (extraction liquide-liquide et extraction sur phase solide (C8, C18, HLB). Parmi 
ces méthodes, les meilleurs résultats ont été obtenus avec l'extraction sur phase solide (HLB). 
C'est une technique utilisée lors de la préparation d'échantillons liquides pour extraire des 
analytes et pour aider à concentrer les échantillons. Dans ce chapitre, nous avons limité notre 
document à la meilleure méthode d'extraction pour l'identification des sidérophores. 
L'efficacité de cette méthode d'extraction (HLB) a été évaluée en utilisant deux standards de 
métallophores : la protochéline pour la famille des catécholates et la ferricrocine pour la 
famille des hydroxamates, ainsi que leurs complexes avec le molybdène et le fer 
respectivement. 
 
Après la récupération des surnageants de cultures microbiennes (bactérie, champignon) par 
centrifugation, nous avons réalisé une extraction en phase solide sur cartouche HLB (Oasis 
HLB Plus, polymeric reversed-phase sorbent, 225 mg sorbent per cartridge, 60 μm particle 
size, Waters, Milford, USA) afin de purifier les potentiels sidérophores. Les cartouches ont 
été préconditionnées avec 5 ml de méthanol (qualité LC/MS), puis avec 5 ml d'eau (qualité 
LC/MS). Le surnageant (environ 50-150 ml, dépendamment du microorganisme) a été chargé 
sur la cartouche avec un débit de 1 ml/min. Les cartouches ont été rincées avec 5 ml d'eau 
(qualité LC/MS) pour éliminer l'excès de sels. Ensuite, les analytes ont été élués avec 10 ml 
de méthanol (qualité LC/MS). Enfin, les extraits ont été concentrés sous flux d'azote à un 
volume approximatif de 0,5 ml puis analysés par UHPLC/Q-TOF-MS (maXis 3 high 
resolution MS, Bruker, Germany, equipped with the Nexera LC, Shimadzu, Japan).  
 
Les extraits ont été séparés sur une colonne UPLC à phase inverse (Waters, BEH C18, 2.1 x 
50 mm, 1.7 µm) avec un gradient de la phase mobile à un débit de 0,6 ml/min. Le programme 
de gradient est présenté dans le tableau ci-dessous : 
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Tableau 6. Gradient de la phase mobile pour UPLC. 
 
Temps (min) Éluent A (%) Éluent B (%) 
0,01 98 2 
6,0 2 98 
8,0 2 98 
9,0 98 2 
10,0 98 2 
 
 
Le principal défi dans l'identification de sidérophores chez un nouvel organisme est que leurs 
structures sont inconnues. Il est donc important que la méthode utilisée permettre de balayer 
un large spectre de molécules candidates potentielles. Nous avons donc utilisé les deux modes 
d'ionisation de la spectrométrie de masse (positif et négatif) avec deux différentes 
compositions de la phase mobile. Ces deux phases mobiles se distinguent principalement par 
leur pH permettant d'analyser les formes libres des sidérophores (pH 2.3) ainsi que les formes 
complexées (pH 7) avec le métal. 
 
Les phases mobiles d'UPLC à pH 2,3 (en mode positif MS) étaient les suivants : (A) eau + 
acide formique 0,1% et (B) acétonitrile + acide formique 0,1%.  
 
Pour l'analyse à pH de 7 (en mode négatif MS), les phases mobiles d'UPLC étaient : (A) eau + 
acétate d'ammonium 1 mmol/L et (B) 90% d'acétonitrile (v/v) + 10% d'acétate d'ammonium  
1 mmol/L. 
 
 
2.6. Principe des appareils 
 
En général, la chromatographie (gazeuse (CPG), liquide (HPLC)) est une méthode de 
séparation des constituants présents dans des mélanges variés. Elle sert à analyser des 
échantillons dans le but d'identification et de quantification. Le principe de cette méthode est 
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basé sur les équilibres de concentration qui apparaissent lorsqu'un composé est mis en 
présence de deux phases non-miscibles, la phase stationnaire et la phase mobile.  
 
La base de tous les appareils de chromatographie (gazeuse ou liquide) est : 
 un système d'injection de l'échantillon. 
 une colonne contenant la phase stationnaire pour faire la séparation. 
 un four thérmostaté qui permet d'augmenter, si nécessaire, la température de la 
colonne. 
 une phase mobile (liquide ou gaz vecteur) pour diriger l'échantillon dans la colonne. 
 un détecteur pour détecter la présence des composés (par exemple dans le cas de la  
HPLC : UV, MS et dans le cas de la CPG : FID, MS). 
 
 
2.6.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG) 
 
La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique très communément utilisée du 
fait de la grande sensibilité, la rapidité de mise au point de nouvelles méthodes d'analyses et la 
possibilité d'automatisation. L'hélium, l'hydrogène ou l'azote peuvent être utilisés comme gaz 
vecteur. 
 
 
2.6.1.1. Détecteur à ionisation de flamme (FID) 
 
La colonne de séparation contient un gaz vecteur qui permet de conduire l'analyte vers la 
flamme d'un petit bruleur alimentée par un mélange d'hydrogène et d'air (Figure 19). Dans la 
flamme hydrogène-air les analytes vont bruler et former des radicaux CH qui réagissent avec 
l'oxygène radicalaire pour donner CHO
+
 et un électron grâce à un courant ionique 
extrêmement faible entre deux électrodes. Cette réaction produit le signal observable en FID. 
Les FIDs ont une large gamme de linéarité (nécessaire pour la quantification) et peuvent 
détecter des quantités de substance de l'ordre de 20 à 100 pg.  
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Figure 19. Illustration schématique d'un détecteur à ionisation de flamme (FID) 
 
 
2.6.2. Chromatographie liquide d'ultra performance (UPLC) 
 
L'UPLC est une technologie plus moderne et optimisée par rapport à l'HPLC (expliqué 
précédemment). Les paramètres optimisés dans cette technique sont : 
 diminution du temps d'analyse, de la consommation de phase mobile ainsi que des 
volumes morts de l'appareil. 
 tolérance à haute pression (colonne, pompe et injecteur). 
 permet de travailler avec des volumes d'échantillon très petits. 
 amélioration de la séparation et de l'identification des composés élués. 
 amélioration de la sensibilité et de l'efficacité. 
 
2.6.3. Spectrométrie de masse (MS) 
 
Suite à la séparation des échantillons par la méthode séparative (UPLC), les composés doivent 
être détectés par un détecteur tel qu'un spectromètre de masse. La spectrométrie de masse 
occupe une place importante dans le monde scientifique. 
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Fondamentalement un spectromètre de masse comprend les parties suivantes : 
 un système d'introduction de l'échantillon (introduction-nébulisation). 
 une source d'ionisation. 
 un système de pompage capable d'atteindre un vide élevé. 
 un ou plusieurs analyseurs pour la séparation en m/z. 
 un détecteur pour compter les ions (détection). 
 un transducteur. 
 un système de traitement des données. 
 
 
2.6.3.1. Ionisation par électronébuliseur (ESI) 
 
Une des sources de spectrométrie de masse pour l'ionisation des échantillons est l'electrospray 
ou l'électronébuliseur. Cette source permet d'ioniser des petites molécules polaires et des 
biopolymères en fabriquant des ions multichargés. Cette méthode d'ionisation permet 
d'analyser une large gamme de molécules. Une autre caractéristique de l'électrospray est 
qu'elle permet d'ioniser des substances polaires en solution liquide et à pression 
atmosphérique. C'est une source tout à fait compatible avec les différents analyseurs tels que 
les quadripôles.  
 
Un capillaire qui est porté à une haute tension introduit les échantillons liquides dans la 
source de l'electrospray (Figure 20). Une fois le liquide arrivé au bout du capillaire, il forme 
des gouttelettes chargées qui traversent la source dans la direction de l'analyseur du 
spectromètre de masse. Durant le trajet la taille des gouttelettes chargées diminue par 
évaporation du solvant permettant la formation des ions à pression atmosphérique. Ces ions 
sont dirigés vers l'analyseur qui est sous vide poussé. Les spectres ESI en mode positif 
présentent en général un ou des pics correspondants aux ions de type [M+nH]
n+
 et en mode 
négatif présentent [M-nH]
n-
. 
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Figure 20. Illustration schématique d'une source d'ionisation par électronébuliseur (ESI) 
 
 
2.6.3.2. L'analyseur à temps de vol (TOF) 
 
Le rôle de l'analyseur est de séparer les ions selon leur rapport masse sur charge (m/z). 
L'analyseur est situé sous vide (10
-4
 à 10
-10
 mbar) par un système de pompage progressif.  
 
L'analyseur à temps de vol est constitué de deux parties (Figure 21) : 
 une zone d'accélération : les ions sont accélérés sous l'effet d'un champ électrique. 
 une zone libre de champ : un tube de vol sous un vide poussé (environ 10-7 mbar) où 
les ions vont être séparés en fonction de leur rapport m/z. Les ions peuvent traverser 
cette zone grâce à l'énergie cinétique acquise dans la zone d'accélération. 
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Figure 21. Illustration schématique d'un analyseur à temps de vol en mode linéaire (TOF) 
 
 
Enfin les ions sont dirigés vers le détecteur. Le temps nécessaire pour arriver au détecteur 
joue un rôle important dans cette technique. Ce temps dépend du rapport m/z des ions, les ions 
les plus légers ont une vitesse plus grande et arrivent plus rapidement au détecteur que les 
ions plus lourds avec une vitesse plus lente (Figure 21). 
 
 
2.6.3.3. L'analyseur quadripôle (Q) 
 
Un quadripôle peut être utilisé dans un coulage UPLC/MS et ICP/MS. Ce couplage nous 
permet de faire les analyses en spectrométrie de masse en tandem. L'analyseur quadripolaire 
est constitué de quatre barres parallèles. Les barres opposées ont le même potentiel tandis que 
les potentiels entre les deux barres voisines sont opposés. La séparation des ions par cette 
méthode est également basée sur le rapport m/z des ions grâce aux quarte barres du 
quadripôle. Seul les ions ayant le bon rapport m/z peuvent suivre un trajet stable (Figure 22, 
rouge) pour arriver au détecteur. Les autres ions vont parcourir le trajet instable (Figure 22, 
bleu), et être éliminés avant d'atteindre le détecteur. 
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Figure 22. Illustration schématique d'un filtre de masse quadripolaire (Q) 
 
 
2.6.4. ICP/MS 
 
L'ICP/MS (Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry), est une méthode instrumentale 
d'analyse qualitative et quantitative multiélémentaire, associée à un spectromètre de masse. 
L'ICPMS est une méthode utile pour analyser de nombreux éléments du tableau périodique. 
Cette méthode est plus sensible et efficace par rapport aux anciennes méthodes analytiques 
pour analyser des éléments tel que spectroscopie d'absorption atomique. Cet appareil permet 
d'analyser en quelques minutes 20 à 30 éléments à des concentrations traces et ultra trace 
(ppb, ppt) dans les échantillons.  
 
Une autre particularité de cet appareil est sa cellule de collision (CCT, technologie de cellule 
de collision). La cellule de collision est un moyen efficace pour diminuer les interférences 
isobariques et polyatomiques. Elle est capable de casser les ions moléculaires qui peuvent se 
former au niveau de l'interface source/spectromètre, par exemple l'argon et l'oxygène, et qui 
interfèrent avec certains éléments comme le fer. Le gaz de la CCT est souvent un mélange 
d'hélium et d'hydrogène. 
 
L'échantillon, sous forme liquide, est introduit dans la chambre de nébulisation à l'aide d'un 
capillaire, d'un nébuliseur et d'une pompe péristaltique. Dans la chambre de nébulisation le 
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liquide est transformé en un aérosol liquide composé de micro-gouttelettes qui sont dirigés 
vers la torche à plasma d'argon (source d'ionisation (Figure 23)), alimentée par un générateur 
électrique à haute fréquence. Le courant conduit à la génération d'un champ magnétique 
induisant un courant dans le flux d'argon, ce courant permet d'ioniser l'argon et de générer le 
plasma. Le plasma, est une phase avec une température et une pression très élevée. La 
température du plasma varie entre 4000 et 10000 K permettant la désolvatation, la 
vaporisation, l'atomisation et l'ionisation d'une grande partie de l'échantillon.  
 
 
 
Figure 23. Illustration schématique d'une source d'ICP 
 
 
Une fois les éléments de l'échantillon ionisés et atomisés dans le plasma, les atomes sont 
dirigés vers le quadripôle et la cellule de collision (Figure 23, trajet rouge), puis vers le 
détecteur. Après la détection d'une masse sélectionnée par le détecteur, grâce à un logiciel de 
traitement, le signal détecté est traduit en nombre de coups. Le logiciel de traitement est 
capable de calculer la concentration de chaque élément dans les échantillons en utilisant deux 
types d'étalonnage (externe et interne). Les résultats finaux sont exprimés en concentration 
(ppm ou ppb). 
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MÉTHODES ET MATÉRIELS  
(ANALYSES STATISTIQUES) 
 
 
2.7. Analyse statistique des données d'étude de l'aulne (chapitre 3)  
 
Pour l'étude de la distribution des onze éléments dans quatre tissus de plante (feuilles, tiges, 
racines et nodules), nous avons effectué différentes analyses statistiques. Nous avons 
principalement utilisé une approche en deux étapes; premièrement nous avons utilisé une 
approche non-supervisée (analyses en composantes principales (APC)) suivie d'une analyse 
supervisée (analyse canonique de coordonnée principale (CAP)).  
 
Formes non-supervisées, les données brutes ont été centrées sur la moyenne et divisées par 
l'écart-type (autoscaling) pour diminuer l'influence des données des espèces dominantes sur la 
transformation en logarithmique (log (x)). Les valeurs des médianes ont été calculées pour 
chaque traitement par des analyses en composantes principales (ACP) en utilisant le logiciel 
de MiniTab (version 16.2, Minitab Inc., State College, PA, USA) pour classer les 
échantillons. Puis l'analyse discriminante, une technique supervisée, a été utilisée pour 
l'analyse multivariée des données basée sur l'hypothèse à priori : Analyse canonique de 
coordonnées principales (CAP), une analyse discriminante généralisée basée sur les distances 
pouvait être utilisée lorsque l'hypothèse à priori concerne uniquement des différences entre les 
groupes (telles que les différents tissus végétaux: les nodules, les racines, les tiges et les 
feuilles).  
 
C'est un processus en deux étapes combinant deux techniques multivariées existantes : une 
analyse multidimensionnelle classique suivie d'une analyse discriminante descriptive (125). 
Ici, les membres des différents groupes (onze éléments d'intérêt et deux isotopes spécifiques 
du fer et du molybdène comme contrôles internes) et le nombre de groupes (quatre tissus 
différents de plante) ont été déterminés. En effet, le but de l'analyse statistique des données a 
été de confirmer l'information précédente. 
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Les diverses mesures de la distance et les algorithmes peuvent être utilisés pour trouver les 
différents groupes. Les coordonnées principales (PC) ont été calculées à partir des mesures de 
distance de Manhattan avec le maximum d'axe de PC (125). Une distance de Manhattan est 
une méthode statistique pour calculer la distance (séparation) entre deux points en utilisant le 
déplacement verticale et horizontale. 
 
L'une des utilisations importantes de l'analyse discriminante descriptive est son potentiel pour 
identifier les espèces responsables de modèles multivariés. En particulier, il est possible de 
simplement calculer le coefficient de corrélation d'objets pour chaque espèce individuelle 
avec chacun des axes (125). Les corrélations avec les axes canoniques fournissent une 
approche objective pour se diriger vers les analyses univariées en permettant de caractériser 
les effets des multivariées de manière significative en termes de variable originale. 
 
Les métaux responsables des différences entre les tissus et les traitements ont été identifiés 
par la force de leur corrélation avec les axes en utilisant des superpositions de vecteurs. Ces 
analyses ont été effectuées en utilisant le logiciel de CAP (126). 
 
 
2.8. Analyse statistique d'étude de la litière (chapitre 4) 
 
Pour l'étude du relargage des onze éléments des litières (feuillus et résineux), nous avons 
effectué une analyse statistique. Nous avons principalement utilisé une transformation CLR 
(Centered Log-Ratio). 
 
Essentiellement, les données de composition sont des mesures de proportions, pourcentages, 
ppm, etc., qui se résument en une valeur constante mentionnée aussi comme données fermées 
(127). Ces données sont contraintes et nécessitent une transformation pour éliminer la 
contrainte, ce qui les rend utilisables dans le contexte des méthodes statistiques classiques de 
l'analyse en composantes principales (ACP). La transformation de CLR a été réalisée en 
utilisant le logiciel de Codapack. La différence entre des données sans transformation CLR et 
avec cette transformation était claire.  
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CHAPITRE 3. EFFET DE CONCENTRATION ÉLEVÉE EN CO2 SUR 
L'HOMÉOSTASIE DES MÉTAUX ET LA SYMBIOSE 
ACTINORHIZIENNE CHEZ L'AULNE 
 
 
Ce chapitre a abouti à la parution d'un article dans le journal Environmental and Experimental 
Botany. 
 
«Impact of elevated CO2 on metal homeostasis and the actinorhizal symbiosis in early 
successional alder shrubs» Env. Exp. Bot., 109, 168-176. 
 
Nina Pourhassan, Thomas Wichard, Sébastien Roy, Jean-Philippe Bellenger (2015)  
 
Cet article (Annexe 22) est le résultat d'une expérience de huit mois en chambre de croissance 
(juin à décembre 2012). Les analyses et le traitement des données, les analyses statistiques 
(avec l'aide de notre collaborateur, Thomas Wichard, Université de Jena) et la rédaction de 
l'article ont été faits pendant l'année suivante (2013). L'article a été soumis en février 2014 et 
a été accepté en juillet 2014. 
 
 
3.1. Résumé 
 
Selon certaines hypothèses, l'accroissement de la concentration atmosphérique en CO2 
pourrait stimuler la production primaire des écosystèmes terrestres. Ce gain de productivité 
pourrait se poursuivre par un mécanisme de séquestration du carbone qui pourrait ralentir le 
changement climatique dû aux émissions de CO2 anthropiques. Bien que la réalité de ce 
mécanisme, communément appelé puits à carbone, reste très débattue, la communauté 
s'accorde sur le fait que l'intensité de cette amélioration de croissance dépendra fortement de 
la disponibilité de l'azote pour les plantes. Cette question du rôle potentiel de l'azote dans la 
réponse des forêts à l'accroissement de CO2 est d'autant plus pertinente en milieu boréal dont 
la production primaire est déjà limitée par l'azote. Du point de vue des plantes supérieures, 
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l'association aulne-Frankia est la symbiose fixatrice d'azote dominante en milieu boréal. La 
capacité de l'aulne à établir une symbiose actinorhizienne sera sans doute un avantage non 
négligeable. Cependant, la façon dont la concentration élevée de CO2 et la biodisponibilité de 
l'azote (une source d'azote exogène) influencent la symbiose actinorhizienne reste encore mal 
connue. 
 
Dans cette étude, nous avons évalué l'effet de la concentration élevée de CO2 et la 
disponibilité d'azote chez l'aulne rugueux et l'aulne vert. Nous avons particulièrement évalué 
les effets sur (i) l'efficacité et le développement de la symbiose actinorhizienne et (ii) 
l'homéostasie de onze éléments, notamment les nutriments essentiels pour la fixation d'azote 
tels que le phosphore et le molybdène. 
 
Nos résultats montrent que l'infection de Frankia sp. est le principal facteur contrôlant 
l'homéostasie des nutriments (concentration et distribution) chez la plante. Le phosphore et le 
molybdène, et avec moins d'importance le magnésium et le manganèse, sont les éléments dont 
l'homéostasie a été la plus affectée par l'infection par Frankia sp. L'azote biodisponible et les 
concentrations en CO2 ont eu peu ou pas d'impact sur l'homéostasie de la plupart des 
éléments. Nous avons aussi démontré que la symbiose actinorhizienne pourrait être critique 
pour la réponse de l'aulne à des concentrations élevées de CO2. En absence de l'infection par 
Frankia sp. ni l'aulne rugueux, ni l'aulne vert n'ont répondu à la concentration élevée de CO2. 
Alors qu'en présence de Frankia sp., la production de biomasse a été significativement 
stimulée par une augmentation de CO2, indépendamment de l'ajout de l'azote. 
 
Mots clés : Alder, Frankia, Symbiose actinorhiziennes, Concentration élevée en CO2, 
Fixation d'azote, Homéostasie. 
 
 
3.2. Introduction 
 
La concentration atmosphérique de dioxyde de carbone (CO2) a régulièrement augmenté, 
d'environ 315 ppm en 1959 à une moyenne actuelle de 400 ppm. Selon le groupe 
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Intergovermental Panel on Climate Change (IPCC), la concentration atmosphérique en CO2 
pourrait atteindre jusqu'à 1000 ppm d'ici la fin du siècle (IPCC 2013). L'augmentation de la 
disponibilité en CO2 pour la photosynthèse pourrait avoir des effets importants sur la 
croissance et de nombreux aspects de la physiologie des plantes (10). L'IPCC a également 
émis l'hypothèse que l'augmentation de CO2 pourrait stimuler la croissance des plantes et 
créer un puits de carbone qui pourrait ralentir le changement climatique dû aux activités 
anthropiques (128). Alors que la concentration élevée de CO2 rend le carbone plus disponible, 
les plantes ont besoin aussi d'autres ressources pour soutenir la production primaire, y compris 
de l'azote, du phosphore et de micronutriments, tous obtenus à partir du sol. La capacité des 
plantes à répondre à un accroissement de la concentration en CO2 en augmentant la 
photosynthèse et la croissance peut donc être limitée par la disponibilité d'autres nutriments, 
en particulier l'azote (22-26). Cette question est particulièrement importante en milieu boréal 
qui possède la plus importante capacité de stockage de carbone de tous les écosystèmes 
continentaux et dont la production primaire est déjà limitée par la disponibilité en azote. 
 
Hungate et al., (34) ont également démontré que la stimulation de la fixation symbiotique 
d'azote observée en réponse à des concentrations élevées en CO2 chez une espèce 
légumineuse Galactia elliottii, pourrait être compromise à long terme par la disponibilité de 
micronutriments tel que le molybdène. Ce travail a mis en évidence que la concentration 
élevée de CO2 pourrait avoir un impact sur la dynamique de micronutriments à la fois à 
l'échelle de la plante (homéostasie) et à l'échelle de l'écosystème (rétroactions 
biogéochimiques). Cependant, les études sur l'effet de la concentration élevée de CO2 et de la 
présence de symbiotes fixateurs d'azote sur l'homéostasie des métaux (concentration et 
distribution) chez la plante restent encore limitées. Ceci est particulièrement vrai dans le cas 
de l'aulne, principale plante supérieure fixatrice d'azote dans les écosystèmes boréaux. 
 
Les aulnes sont des plantes actinorhiziennes, ils peuvent former des associations symbiotiques 
avec l'actinomycète Frankia vivant dans le sol, qui peut fournir jusqu'à 90% de la demande 
d'azote de la plante, lui procurant un avantage dans les environnements limités en azote (72-
73). La symbiose fixatrice d'azote est également susceptible de jouer un rôle important dans la 
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réponse des plantes actinorhiziennes et des forêts boréales au changement climatique mondial 
(concentration élevée de CO2).  
 
Parmi les plantes actinorhiziennes, qui sont très variées, celles du genre Alnus (aulne) sont 
particulièrement intéressantes. Toutes les espèces d'aulnes sont symbiotiques. Ils sont 
largement distribués en Asie, Europe, Amérique et Afrique. Les aulnes (arbres et arbustes) 
sont une composante essentielle des écosystèmes boréaux (129), en particulier dans les 
premiers stades des successions végétales où ils contribuent de manière significative à 
améliorer la fertilité et la structure du sol. Dans la forêt boréale, la production primaire est le 
plus souvent limitée par l'azote, ce qui souligne son importance (28). Les aulnes sont 
également largement utilisés dans le secteur forestier et la revégétalisation (101, 130). Pour 
ces raisons, comprendre comment l'aulne répondra au changement climatique a une grande 
importance, à la fois écologique et économique. 
 
La recherche sur la symbiose actinorhizienne entre l'aulne et Frankia sp. et en particulier sur 
l'activité de fixation d'azote chez l'aulne est active (73, 108, 131). La disponibilité et 
l'homéostasie des macronutriments tels que l'azote et le phosphore sont connues pour 
influencer le développement et l'efficacité de la symbiose (132-133). Cependant, notre 
compréhension de l'homéostasie des micronutriments (métaux) dans la symbiose 
actinorhizienne est plus limitée.  
 
La symbiose actinorhizienne nécessite des micronutriments spécifiques tels que le 
molybdène, un métal essentiel pour la nitrogénase, l'enzyme responsable de la transformation 
de l'azote atmosphérique en ammonium biodisponible (134). Le magnésium (Mg) est 
également essentiel, car il joue un rôle primordial dans le transfert d'énergie (Mg-ATP) 
nécessaire à l'activité de la nitrogénase. Récemment, l'équipe de recherche de Sébastien Roy 
et J.P. Bellenger ont démontré que chez A. glutinosa la concentration et la distribution de 
certains métaux essentiels entre des tissus aériens et racinaires de la plante sont fortement 
affectées par la disponibilité en azote exogène ainsi que l'état de la symbiose (présence ou 
absence de nodules racinaires (112)). Ceci était particulièrement clair pour le molybdène. 
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Dans cette étude, nous avons évalué, pour la première fois, l'effet de la concentration élevée 
de CO2 sur la symbiose actinorhizienne (établissement, développement, etc.) et sur 
l'homéostasie du phosphore et des micronutriments. La réponse à la concentration élevée de 
CO2 a été étudiée en présence et en absence de Frankia sp. et sous deux concentrations 
d'azote (carence et excès). Deux espèces d'aulnes ont été étudiées; Alnus viridis ssp. crispa et 
Alnus incana ssp. rugosa (ci-après dénommés A. crispa et A. rugosa, respectivement). Nous 
avons également affiné la caractérisation de l'homéostasie des éléments par rapport à l'étude 
de Bélanger et al., en 2013 (112) en distinguant les nodules, les racines, les tiges et les 
feuilles. Ce niveau de détail est essentiel, par exemple afin de mieux évaluer l'effet de la 
limitation d'azote et l'infection de Frankia sp. sur la qualité de la litière. 
 
La chute de litière est un vecteur critique de l'apport d'éléments nutritifs au sol de la forêt où 
beaucoup d'activités microbiennes, y compris la fixation d'azote non-symbiotique, se 
produisent. Compte tenu de notre compréhension limitée de l'homéostasie des 
micronutriments en symbiose actinorhizienne, notre étude a été réalisée dans des conditions 
suffisantes en micronutriments. Cette approche nous a permis de déchiffrer spécifiquement 
l'effet de l'infection de Frankia sp., de la concentration élevée de CO2 et de la limitation en 
azote sur l'homéostasie des nutriments (P et métaux). 
 
 
3.3. Résultats  
 
Toutes les méthodes (culture de la symbiose (2.1.1-2.1.10), milieux culture (2.4.1-2.4.2), 
préparation des échantillons (2.5.1-2.5.3), analyse élémentaire (2.5.3), analyse statistique 
(2.7)) de ce chapitre sont déjà présentées dans le chapitre 2 (méthodes et matériels). 
 
Les données biologiques fondamentales, telles que la biomasse et le taux de la fixation 
d'azote, la distribution des éléments clés et leur concentration absolue dans divers tissus chez 
les deux espèces d'alder ont été déterminées.  
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Les résultats obtenus avec A. crispa et A. rugosa étaient comparables pour tous les critères 
mesurés, y compris la croissance, la distribution et la quantité des éléments analysés. Pour 
plus de clarté, nous avons présenté seulement les résultats obtenus avec A. rugosa. L'ensemble 
des données obtenu avec A. crispa est disponible en Annexes (1-4, 6-7).  
 
 
3.3.1. Biomasse totale 
 
Afin d'identifier les différences significatives entre les moyennes de biomasse, nous avons 
réalisé une analyse de la variance (Two-Way ANOVA, Tukey), avec deux niveaux (avec et 
sans Frankia) en utilisant un modèle linéaire général avec une valeur de p-value 
préalablement définie (P < 0,05, Sigma Plot, Systat Software Inc.). De même, une analyse de 
la variance (One-Way ANOVA, Tukey, P < 0,05) a été appliquée pour affiner la comparaison 
des écarts de la biomasse totale dans les traitements sans Frankia (-F).  
 
Toutes les plantes inoculées avec Frankia sp. ont développé des nodules. La biomasse totale 
des plantes nodulées est significativement plus élevée que celle des plantes non-nodulées 
(Figure 24) dans toutes les conditions (N et CO2). 
 
La source d'azote exogène n'a eu aucun effet significatif sur la biomasse totale des plantes 
non-nodulées selon l'analyse statistique (Two-Way ANOVA (Figure 24)). Cependant, la 
différence de la biomasse totale entre les plantes non-nodulées et nodulées était très 
importante, ce qui peut limiter la discrimination des différences entre les traitements ayant les 
valeurs les plus basses.  
 
Pour cette raison, nous avons décidé d'effectuer une deuxième analyse de variance (One-Way 
ANOVA, Tukey, P < 0,05) en ne considérant que les plantes non inoculées (-F, non-nodulée). 
Cette nouvelle analyse permet de mettre en évidence un effet de l'azote exogène sur la 
biomasse totale. La biomasse produite est significativement plus importante à haute 
concentration d'azote (45 ppm) par rapport à la faible concentration d'azote (5 ppm). Chez les 
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plantes nodulées, lors de la comparaison entre les mêmes conditions de CO2, l'azote exogène 
n'avait pas (-CO2) ou avait un effet mineur (+CO2) sur la biomasse totale. 
 
La concentration de CO2 n'a eu aucun effet significatif sur la biomasse totale des plantes non-
nodulées. Contrairement aux plantes non-nodulées, les plantes nodulées ont répondu 
positivement à la concentration élevée de CO2. La biomasse totale était environ deux fois 
supérieure à une concentration de 1000 ppm par rapport à 400 ppm pour les deux groupes de 
plantes exposées à 5 ppm et 45 ppm d'azote (Two-Way ANOVA, Tukey, P < 0,05). 
 
 
 
Figure 24. Biomasse des plantes (A. rugosa) cultivées en absence (-F) et en présence (+F) de 
Frankia, sous faible concentration d'azote exogène (-N, 5 ppm) et haute concentration d'azote 
exogène (+N, 45 ppm), à concentration ambiante de CO2 (-CO2, 400 ppm) et à concentration 
élevée de CO2 (+CO2, 1000 ppm). Les mêmes lettres indiquent qu'il n'y a pas de différence 
significative entre les traitements (Two-Way ANOVA, Tukey, P < 0,05). 
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3.3.2. Distribution de la biomasse sèche 
 
La symbiose actinorhizienne (présence ou absence de nodules) est le principal facteur 
influençant la distribution de la biomasse entre des tissus aériens et racinaires (Figure 25).  
 
 
 
Figure 25. Distribution de la biomasse (exprimée en pourcentage de la biomasse totale, A. 
rugosa) aux nodules (rose), racines (violet), tiges (orange) et feuilles (vert). Les plantes ont 
été cultivées en absence (-F) et en présence (+F) de Frankia, sous faible concentration d'azote 
exogène (-N, 5 ppm) et haute concentration d'azote exogène (+N, 45 ppm), à concentration 
ambiante de CO2 (-CO2, 400 ppm) et à concentration élevée de CO2 (+CO2, 1000 ppm). Les 
mêmes lettres indiquent qu'il n'y a pas de différence significative entre les traitements (Two-
Way ANOVA, Tukey, P < 0,05). 
 
 
 75 
 
En absence de Frankia sp. environ 60 à 70% de la biomasse sèche a été attribuée aux racines 
et seulement d'environ 30-40% aux tissus aériens (tiges et feuilles). En présence de Frankia 
sp, la distribution de la biomasse des tissus racinaires (racines et nodules) a diminué à environ 
40 à 45%, incluant environ 5% de nodules.  
 
Les deux concentrations d'azote et de CO2 n'ont eu aucun effet significatif (Two-Way 
ANOVA, Tukey, P < 0,05) sur la distribution de la biomasse entre les tissus aériens et 
racinaires. 
 
 
3.3.3. Biomasse des nodules et fixation d'azote dans la symbiose bipartite 
 
Comme mentionné précédemment, en présence de Frankia sp. la biomasse totale a été 
significativement améliorée en présence d'une concentration élevée de CO2 (Two-Way 
ANOVA, Tukey, P < 0,05 (Figure 24)). Aucune variation significative n'a été observée dans 
la distribution de la biomasse des nodules (Two-Way ANOVA, Tukey, P < 0,05). La plante 
investit environ 5% de sa biomasse aux nodules dans tous les traitements (5-45 ppm N, 400-
1000 ppm de CO2 (Figure 25)).  
 
La fixation d'azote par les nodules a été mesurée par réduction d'acétylène (ARA) afin 
d'évaluer l'effet de la concentration élevée en CO2 et en azote exogène sur le taux de fixation 
d'azote. 
 
Le taux de fixation d'azote absolu était très variable entre les plantes des mêmes traitements. 
Toutefois, après la normalisation à la biomasse des nodules, le taux de fixation d'azote était 
très comparable entre tous les traitements (Figure 26A).  
 
Les plantes exposées au CO2 élevé semblaient atteindre une biomasse de nodules (Figure 
26B) et un taux de fixation net (Figure 26C) un peu plus élevés (mais non statistiquement 
significatif, Two-Way ANOVA, Tukey, P < 0,05).  
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Il est à noter que les mesures d'ARA ont été effectuées sur un seul jour après six mois. Les 
données ne permettent pas de saisir correctement les différences entre le taux de fixation 
d'azote survenues au cours des six mois de croissance. 
 
 
 
Figure 26. (A) Taux de fixation de N2 (nmol C2H4/min/g) chez A. rugosa normalisée à la 
biomasse des nodules. (B) Biomasse de nodules (mg). (C) Taux de fixation de N2 (nmol 
C2H4/min/plant) normalisé à la biomasse des plantes. Toutes ces mesures ont été réalisées 
sous faible concentration d'azote exogène (-N, 5 ppm) et haute concentration d'azote exogène 
(+N, 45 ppm), la concentration ambiante de CO2 (-CO2, 400 ppm) et la concentration élevée 
de CO2 (+CO2, 1000 ppm). Les mêmes lettres indiquent qu'il n'y a pas de différence 
significative entre les traitements (Two-Way ANOVA, Tukey, P < 0,05). 
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3.3.4.  Distribution des métaux chez la plante 
 
Pour l'étude de la distribution des onze éléments dans les quatre tissus de plante (feuilles, 
tiges, racines et nodules), nous avons effectué différentes analyses statistiques. Nous avons 
principalement utilisé une approche en deux étapes; premièrement nous avons utilisé une 
approche non-supervisée (analyses en composantes principales) suivie d'une analyse 
supervisée (analyse canonique de coordonnée principale (CAP)). Voir la section analyses 
statistiques des données (2.7) du chapitre méthode pour les détails. 
 
L'analyse statistique multivariée non-supervisée a été réalisée pour classer les échantillons. 
L'analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée avec quatre différents tissus de 
plante et quatre traitements (diverses conditions environnementales). Les concentrations de 10 
métaux (Al, Cu, Co, Fe, Mg, Mn, Mo, Ti, V et Zn) et du phosphore ont été mesurées dans ces 
tissus par ICP/MS (détails dans la section préparation des échantillons (2.5.3) du chapitre 
méthode (Figure 27A)). 
 
Les résultats de l'ACP ont montré que les tissus peuvent être discriminés par les éléments 
mesurés indépendamment des traitements tels que la concentration d'azote et de CO2 (Figure 
27A). Nous avons donc émis l'hypothèse à priori que les quatre tissus de plante pourraient être 
mieux décrits par la présence des métaux pertinents pour la physiologie de la plante (par 
exemple la fixation d'azote et la photosynthèse). 
 
L'analyse discriminante a été appliquée pour la classification des tissus et la détection de 
facteurs permettant de différencier les tissus. Dans cette étude, l'analyse discriminante des 
coordonnées principales (CAP) sur l'accumulation de métaux a montré une séparation claire 
entre les quatre tissus de A. rugosa et A. crispa (en présence de Frankia sp.) selon les deux 
axes (canonique 1 et 2 (Figure 27B)). 
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Figure 27. (A) Résultats de l'ACP pour tous les traitements, n = 1-8 réplicats biologiques, le 
pourcentage de la variance expliqué par PC1 et PC2 est indiqué sur les axes. (B) Résultats de 
la CAP (analyse discriminante) pour l'ensemble de données en présence de Frankia divisé en 
quatre groupes (tissus de plantes) avec deux axes (canonique 1 et 2) montrant les différences 
entre les groupes. (C) Corrélation de plusieurs éléments (variables) avec les deux axes de 
CAP (canonique 1 et 2, graphique B). 
 
 
En effet, il a été possible de confirmer les quatre groupes avec une très faible erreur de 
reclassement < 1% pour A. rugosa et A. crispa. Il est donc clair qu'il y a eu des changements 
importants dans l'accumulation des métaux dans les tissus qui n'étaient pas liés aux différentes 
concentrations d'azote et de CO2.  
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Les corrélations des éléments avec les deux axes de CAP sont représentées en Figure 27C, 
parmi les onze éléments analysés, les racines ont été mieux caractérisées par huit éléments 
(Al, Co, Cu, Fe, Mg, Ti, V et Zn), tandis que les feuilles sont déterminées par le manganèse. 
Enfin, les nodules ont été le mieux caractérisés par le molybdène. Dans tous les cas, la 
concentration d'azote (5 et 45 ppm) et de CO2 (400 ppm et 1000 ppm) n'avaient aucun effet. 
  
Les deux isotopes stables mesurés du fer (
54
Fe et
 56
Fe) et du molybdène (
95
Mo
 
et
 98
Mo) étaient 
regroupés étroitement indiquant la robustesse du processus d'analyse. 
 
 
3.3.5. Concentration en éléments chez la plante  
 
En se basant sur les résultats de l'analyse statistique, nous avons fait un test d'ANOVA (Two-
Way ANOVA, Tukey, P < 0,05) pour le discriminateur principal des feuilles (Mn), des 
racines (Fe), des nodules (Mo), et pour deux autres éléments physiologiquement importants : 
Mg et P.  
 
Les données pour tous les autres éléments, qui ne seront pas discutées, ainsi que les données 
obtenues pour A. crispa sont disponibles en Annexes (5 et 6). 
 
 
3.3.5.1. Phosphore (P) 
  
La présence de Frankia sp. a eu un effet évident sur la concentration de phosphore dans les 
tissus aériens, mais pas sur les tissus racinaires (Figure 28A).  
 
La concentration de phosphore dans les tiges et les feuilles était plus élevée en absence de 
Frankia sp. La concentration de phosphore dans les tissus des plantes nodulées n'a pas été 
significativement affectée par la concentration d'azote ou de CO2. Cependant, dans les plantes 
non-nodulées, la concentration de phosphore dans les tiges et les feuilles était légèrement plus 
élevée lorsqu'elles sont exposées à de faibles concentrations d'azote (5 ppm). 
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3.3.5.2. Molybdène (Mo) 
 
La présence de Frankia sp. a eu l'impact le plus significatif sur la concentration de molybdène 
dans les tissus (Figure 28B). La concentration de molybdène dans les tissus aériens (tiges et 
feuilles) augmentait de façon significative (jusqu'à 10 fois) en absence de Frankia sp.  
 
Dans les plantes nodulées, les concentrations d'azote et de CO2 n'ont eu aucun effet évident 
sur la concentration de molybdène dans les tissus. Cependant, dans les plantes non-nodulées 
la concentration d'azote influençait clairement la concentration de molybdène au sein des 
tissus aériens.  
 
La concentration de molybdène dans les feuilles était significativement augmentée sous faible 
concentration d'azote (5 ppm) par rapport à la haute concentration (45 ppm). La concentration 
dans les tiges était également légèrement supérieure à faible concentration d'azote et de CO2. 
 
 
3.3.5.3. Magnésium (Mg)  
 
La concentration de magnésium dans tous les tissus a été influencée uniquement par la 
présence de Frankia sp.  
 
Les concentrations d'azote et de CO2 n'ont eu aucun effet significatif sur la concentration de 
magnésium dans les tissus (Figure 28C). En présence de Frankia sp., la concentration de 
magnésium dans les racines était significativement plus faible qu'en absence de Frankia sp.  
 
Il est à noter que dans les plantes non-nodulées, la concentration de magnésium dans les 
feuilles est similaire ou inférieure à sa concentration dans les tiges. Cependant, dans les 
plantes nodulées, le magnésium est toujours présent en une concentration plus élevée dans les 
feuilles que dans les tiges (2-3 fois). Cela semble indiquer que, en présence de Frankia sp., la 
concentration de magnésium dans les tiges est diminuée au profit des feuilles. 
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3.3.5.4. Fer (Fe)  
 
La présence de Frankia sp. influençait de manière significative la concentration de fer dans 
les tiges et les racines, mais pas dans les feuilles (Figure 28D).  
 
Les concentrations d'azote et de CO2 n'ont eu qu'un effet limité sur la concentration de fer 
dans les tiges et les racines. La concentration de fer était légèrement plus élevée à faible 
concentration d'azote et haute concentration de CO2 que dans tous les autres traitements. 
 
 
3.3.5.5. Manganèse (Mn) 
 
La présence de Frankia sp. a également eu un effet significatif sur la concentration de 
manganèse dans tous les tissus (Figure 28E).  
 
La concentration de manganèse était plus élevée en absence de Frankia sp. qu'en sa présence. 
Pour les racines, les concentrations d'azote et de CO2 n'avaient aucun effet supplémentaire à la 
fois dans les plantes nodulées et non-nodulées.  
 
Pour les tiges, les concentrations d'azote et de CO2 n'avaient aucun effet sur la concentration 
de manganèse dans les plantes non-nodulées. Cependant, dans les plantes nodulées la 
concentration de manganèse dans les tiges était légèrement plus élevée à haute concentration 
d'azote et de CO2, que dans les autres traitements.  
 
Enfin, dans les feuilles, la concentration d'azote a eu des effets supplémentaires sur la 
concentration de manganèse : elle a diminué avec l'augmentation d'azote dans les deux plantes 
nodulées et non-nodulées. 
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Figure 28. Concentration des éléments dans les tissus. (A) phosphore, (B) molybdène, (C) 
manganèse, (D) fer, (E) magnésium. La plante cultivée en absence (-F) et en présence (+F) de 
Frankia, sous faible concentration d'azote exogène (-N, 5 ppm) et haute concentration d'azote 
exogène (+N, 45 ppm), la concentration ambiante de CO2 (-CO2, 400 ppm) et la concentration 
élevée de CO2 (+CO2, 1000 ppm). Les mêmes lettres indiquent qu'il n'y a pas de différence 
significative entre les traitements (Two-Way ANOVA, Tukey, P < 0,05). 
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3.4. Discussions 
 
L'accumulation d'un métal se fait en fonction des sites de liaisons intracellulaires, de la 
biodisponibilité et dépend potentiellement des conditions environnementales. Dans un 
organisme multicellulaire, la situation est compliquée par les différences entre cellules et 
tissus spécifiques (135). À notre connaissance, nous avons montré pour la première fois 
l'accumulation des métaux dans deux espèces d'aulnes cultivées dans des conditions 
contrôlées selon des paramètres environnementaux clés tels que la disponibilité d'azote et de 
CO2. 
 
 
3.4.1. Effet de la concentration en azote et de Frankia sp. sur le développement de l'aulne 
 
Dans nos expériences, l'azote était le paramètre majeur de contrôle du développement de A. 
crispa et A. rugosa. 
 
En absence de Frankia sp., la concentration d'azote a affecté directement la productivité nette 
(biomasse totale). Ceci est cohérent avec beaucoup d'autres observations (136) et notre 
compréhension du développement de la plante. La distribution de la biomasse pour les feuilles 
et les racines (mais pas les tiges) a également été modulée par la concentration d'azote. 
L'allocation plus élevée de la biomasse aux racines à une faible concentration d'azote par 
rapport à une haute concentration reflète probablement la nécessité de soutenir l'exploration 
du sol pour l'acquisition d'azote biodisponible à faible concentration d'azote atmosphérique (5 
ppm). 
 
En présence de Frankia sp., la dépendance de la productivité de l'aulne à la concentration 
d'azote est fortement réduite à haute (45 ppm) et faible concentration d'azote (5 ppm). Ceci est 
cohérent avec les connaissances actuelles : Frankia sp. peut fournir jusqu'à 90% de la 
demande en azote de la plante (72-73). L'impact majeur de l'infection de Frankia sp. est la 
diminution significative de l'allocation de la biomasse aux tissus racinaires en faveur des 
tissus aériens. 
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Cela a été récemment observé chez A. glutinosa (112). Ceci reflète probablement la nécessité 
moindre d'explorer le sol pour l'azote en présence de la symbiose avec Frankia sp. et 
l'augmentation des besoins en photosynthèse pour soutenir l'activité du microsymbionte. La 
deuxième raison, pour la diminution d'allocation de la biomasse aux tissus racinaires est son 
coût énergétique élevé par rapport au coût énergétique moins élevé pour faire la symbiose 
avec la Frankia sp.  
 
Par conséquent, la concentration d'azote n'a eu aucun effet significatif sur l'allocation de la 
biomasse des nodules (toujours près de 5% (Figure 25)) et sur le taux de fixation d'azote par 
masse de nodules (Figure 26A). 
 
À concentration plus élevée de CO2, les plantes atteignent une biomasse totale plus élevée 
(Figure 24), une biomasse nette de nodules plus élevée ainsi qu'une fixation d'azote nette plus 
importante (fixation d'azote par plante (Figure 26)). Bien que les deux derniers paramètres ne 
soient pas statistiquement significatifs, la tendance est reproductible et conforme à notre 
compréhension du rapport C/N dans les organismes vivants. Nous avons conclu que la plante 
a besoin d'améliorer l'acquisition d'azote afin de soutenir l'accroissement de production de la 
biomasse sous concentration élevée de CO2. Chez les plantes nodulées, cela semble être 
atteint en gardant une allocation constante de la biomasse (ce qui signifie un investissement 
de C) aux nodules (environ 5% de la biomasse totale). 
 
 
3.4.2. Effet de Frankia sp. sur la réponse de l'aulne à des concentrations élevées de CO2 
 
Nos données montrent qu'en absence de Frankia sp. ni A. crispa ni A. rugosa n'ont répondu à 
la concentration élevée de CO2. Ceci suggère que l'azote contraint fortement la production 
primaire, même à 45 ppm. Ceci est d'un intérêt particulier étant donné que la disponibilité de 
l'azote dans la forêt boréale est faible (137) et que l'azote est le principal élément limitant la 
productivité de la forêt boréale (27). Une expérience récente sur le terrain indique que la 
réponse de l'épinette, plante incapable de former une symbiose, à l'augmentation de CO2 est 
limitée par la disponibilité de l'azote (26). 
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En présence de Frankia sp. la production primaire d'A. crispa et d'A. rugosa est stimulée sous 
haute concentration de CO2. L'augmentation de la production de biomasse a été significative, 
environ deux fois plus élevée à 1000 ppm par rapport à 400 ppm. La concentration d'azote 
exogène n'a eu qu'un léger effet à haute concentration de CO2. Ces résultats sont en accord 
avec la littérature, selon laquelle la réponse des plantes à une concentration élevée de CO2 est 
fortement dépendante de la disponibilité de l'azote (22-26, 34). 
 
Alors que la concentration de CO2 affecte fortement la production de biomasse totale, il 
n'affecte pas de manière significative l'allocation de la biomasse aux nodules, racines, tiges et 
feuilles. De même, la morphologie des plantes n'est pas affectée de façon significative par la 
concentration de CO2, les plantes sont simplement plus grandes. Cependant, il est important 
de garder à l'esprit que nos expériences ont été effectuées en conditions suffisantes de 
phosphore et de micronutriments (Fe, Mg, Mo). 
 
Dans des conditions limitées, qui sont très probablement celles des habitats naturels, des 
changements dans l'allocation de la biomasse pourraient être observés en fonction de la 
limitation des nutriments. Néanmoins, nos données suggèrent que la présence d'une symbiose 
actinorhizienne chez l'aulne est un facteur critique pour contrôler la réponse de celui-ci au 
changement climatique (c'est-à-dire l'augmentation du CO2). D'autres recherches utilisant des 
plantes âgées aideraient notre compréhension de la symbiose actinorhizienne chez les aulnes 
exposés à des concentrations élevées de CO2.  
 
 
3.4.3. Effet de la nodulation, de l'azote exogène et de la concentration de CO2 sur 
l'homéostasie des métaux 
 
Le résultat de PCA montre que les échantillons d'un même tissu se comportent de manière 
très similaire, mais également une séparation claire entre les parties racinaires et aériennes de 
la plante le long du premier axe (PC1 (Figure 27A)). Des observations comparables ont été 
obtenues récemment par Bélanger et al., en 2013 (112). Nos données montrent que 
l'homéostasie de la plupart des éléments n'est pas principalement affectée par la concentration 
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d'azote ou de CO2. C'est la symbiose actinorhizienne qui influence le plus l'homéostasie des 
éléments dans la plante. La concentration dans les tissus de la plupart des éléments (Al, Co, 
Cu, Fe, Mg, Mn, V, Ti) est affectée, mais pas leur distribution au sein de la plante. Seulement 
le phosphore et le molybdène montrent à la fois une variation dans la distribution et dans la 
concentration. 
 
Les variations de concentration peuvent refléter des changements dans les besoins 
métaboliques ou tout simplement être le résultat de variations dans la biomasse totale et dans 
l'allocation de la biomasse. Si les plantes acquièrent des quantités égales d'éléments, les 
plantes atteignant une biomasse artificiellement élevée pourraient atteindre une concentration 
d'élément plus faible dans les tissus. Cela serait particulièrement vrai pour les éléments ayant 
un intérêt biologique faible (Al, Ti) se trouvant dans les tissus de stockage tels que des 
racines. 
 
L'analyse discriminante a identifié le molybdène, le magnésium, le manganèse et le phosphore 
comme discriminateurs (Figure 27B). Ces nutriments sont utilisés pour la fixation d'azote et la 
photosynthèse. L'allocation prédominante du molybdène dans les nodules et sa forte 
concentration dans les nodules sont compatibles avec la demande élevée en molybdène par la 
nitrogénase et soutiennent les observations précédentes chez A. glutinosa (112). Étant donné 
que la fixation d'azote nécessite une grande quantité d'énergie (16 moles d'ATP sont 
consommées pour chaque mole d'azote réduite en ammoniac), il n'est pas surprenant que 
l'établissement de la symbiose actinorhizienne affecte fortement la distribution de phosphore 
dans les nodules. Cependant, les processus menant à la modification de la concentration de 
phosphore dans les tissus sont plus difficiles à établir.  
 
Dans nos expériences le phosphore est fourni en excès. Donc, les variations observées dans la 
concentration de phosphore peuvent être le résultat de l'évolution des besoins métaboliques, 
mais peuvent aussi refléter la dilution des réserves en phosphore dans les plantes. Enfin, 
l'établissement de la symbiose implique une augmentation de la demande en glucides pour 
soutenir l'activité du symbionte. Cette hausse de la demande entraîne l'accroissement de 
l'activité de photosynthèse, qui repose fortement sur le magnésium (composant essentiel de la 
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chlorophylle et de l'ATP) et le manganèse (critique pour le photosystème). Cela est incohérent 
avec l'homéostasie observée pour le magnésium; la réserve principale de magnésium est 
toujours dans les racines, mais sa concentration augmente de manière significative dans des 
feuilles en présence de la symbiose actinorhizienne dans tous les traitements (Figure 28E), 
malgré une biomasse nettement plus élevée des feuilles. 
 
Contrairement à ce qui a été observé pour le magnésium, l'homéostasie du manganèse ne 
reflète pas à une augmentation de l'activité photosynthétique causée par la présence du 
symbionte. Le manganèse est toujours principalement associé avec les feuilles, mais sa 
concentration dans les feuilles diminue systématiquement en présence de Frankia sp. (pour 
des traitements comparables). Ceci pourrait suggérer que le manganèse est présent en excès 
dans les feuilles par rapport au besoin métabolique (photosynthèse). Donc, la concentration 
observée dans les feuilles pourrait simplement illustrer la dilution de cette réserve dans les 
plantes ayant une biomasse plus élevée. Cependant, les changements de biomasse ne peuvent 
pas expliquer entièrement les données observées. L'homéostasie du manganèse peut être le 
résultat d'interactions complexes entre les changements dans les besoins métaboliques, la 
production de biomasse et l'allocation. L'effet d'autres processus non pris en compte ne peut 
pas être exclu. 
 
 
3.4.4. Homéostasie de P, Mg et Mo dans la symbiose actinorhizienne en réponse au 
changement climatique simulé par l'accroissement de CO2 
 
Notre étude démontre que dans nos conditions (< 45 ppm) les arbustes d'aulnes ne profitent 
d'un accroissement de la concentration en CO2 qu'en présence de la symbiose actinorhizienne. 
Cependant, cette réponse observée en excès de nutriments (P et métaux) pourrait être 
modifiée de manière significative dans les habitats naturels, souvent limités par le phosphore.  
 
Dans des conditions limitées en phosphore, la réponse de l'homéostasie d'Alnus en symbiose 
avec Frankia sp. impliquerait probablement la réallocation du phosphore d'autres tissus vers 
les nodules, ce qui pourrait affecter des processus critiques tels que la photosynthèse.  
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Cela aurait très probablement une incidence sur la capacité de la symbiose actinorhizienne à 
répondre positivement à la concentration élevée de CO2.  
 
Plus d'études sont nécessaires pour comprendre la réponse de la symbiose actinorhizienne 
sous une concentration élevée de CO2 dans des conditions limitées en phosphore. Des 
conclusions similaires peuvent être faites pour le molybdène, le magnésium et d'autres 
micronutriments. Le molybdène est un élément rare dans le sol (138) et la limitation de la 
fixation non-symbiotique d'azote par le molybdène a été rapportée dans de nombreux 
écosystèmes (29, 32-33). Tandis que la limitation du molybdène dans la fixation symbiotique 
d'azote en habitat naturel n'a pas été clairement établie, le molybdène a été suggéré comme 
limitant la réponse des légumineuses face à une concentration élevée de CO2 (34). 
 
Dans nos conditions expérimentales, le molybdène était abondant et très facile à acquérir 
(MoO4
2-
) par la plante. La quantité totale de molybdène dans la plante entière était 
comparable dans les plantes nodulées et non-nodulées (données non présentées), et la plupart 
du temps correspondait à la quantité totale de molybdène ajoutée aux pots magenta par 
arrosage tout au long de l'expérience. La différence significative des concentrations de 
molybdène entre les tissus (aériens par rapport aux racinaires) a été principalement le résultat 
de la distribution de molybdène entraînée par la présence de Frankia sp. et les différences 
dans la production de la biomasse totale. De toute évidence, une meilleure compréhension de 
l'homéostasie du molybdène en symbiose actinorhizienne dans des conditions de carence en 
molybdène est nécessaire pour évaluer la réponse des plantes actinorhiziennes au changement 
climatique. 
 
 
3.4.5. Effet de l'azote exogène et de la concentration de CO2 sur la qualité de la litière 
 
La composition chimique des feuilles est d'une importance de premier plan pour le cycle 
biogéochimique de nombreux nutriments. La litière est un vecteur majeur du transfert des 
nutriments à la surface du sol où la fixation non-symbiotique d'azote est très active (139). En 
outre, Wichard et al., en 2009 (37) ont suggéré que les arbres et la communauté microbienne 
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à la surface du sol pourraient être impliqués dans une relation mutualiste d'échange de 
nutriments (Mo et N). Récemment, des travaux du laboratoire ont montré que dans des 
conditions limitées en azote et en absence de Frankia sp., A. glutinosa a transféré la plupart 
du molybdène vers ses tissus aériens. Cette observation a été interprétée comme un 
mécanisme qui permettrait de transférer le molybdène à la litière de feuilles, entraînant la 
stimulation de la fixation non-symbiotique d'azote à la surface du sol, qui ultimement 
contribuerait à la nutrition en azote des plantes (112). 
 
Dans cette étude, en utilisant A. crispa et A. rugosa, nous avons confirmé que la distribution 
du molybdène et la concentration dans les tissus aériens sont fortement affectées par la 
concentration d'azote et la symbiose avec Frankia sp. (mais pas par la concentration en CO2). 
Sous faible concentration d'azote (5 ppm) et en absence de Frankia sp. le molybdène est 
essentiellement transféré aux tissus aériens où il est plus concentré que dans d'autres tissus 
sous d'autres conditions. Cela confirme les conclusions précédentes (112). 
 
Dans cette étude toutefois, nous sommes allés plus loin et avons distingué les tissus aériens en 
feuilles et tiges. Nos résultats suggèrent que les tiges peuvent être le site principal 
d'accumulation du molybdène en absence de la symbiose actinorhizienne et en limitation 
d'azote. L'explication de cette observation n'est pas claire, cependant, il est connu que les 
ligands organiques riches en groupements catéchol et phénol sont de bons agents complexants 
du molybdène (37). Les composés phénoliques et catéchol, tels que les tanins, présents dans 
les tiges et les feuilles de plantes sont susceptibles de jouer un rôle important dans la chimie 
du molybdène de la plante qui reste à être pleinement caractérisée. 
 
Néanmoins, même si le molybdène est surtout accumulé dans les tiges, la concentration de 
molybdène dans les feuilles de plantes non-nodulées est environ 10 fois plus élevée que dans 
les plantes nodulées. Ces observations sont en accord avec l'hypothèse du mutualisme Mo/N : 
une litière riche en molybdène pourrait stimuler la fixation non symbiotique d'azote à la 
surface du sol, qui est connue pour être limitée par molybdène (32-33). 
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3.5. Conclusion 
 
L'infection d'A. crispa et A. rugosa par Frankia sp. permet aux plantes de répondre à une 
concentration élevée de CO2 allant jusqu'à 1000 ppm (maximum estimé pour 2100), 
indépendamment de la concentration en azote exogène (jusqu'à 45 ppm). Puisque l'aulne est la 
plante fixatrice d'azote dominante dans les écosystèmes boréaux, la capacité de la symbiose 
actinorhizienne à répondre positivement à la concentration élevée de CO2 pourrait avoir des 
effets significatifs sur le puits de carbone dans les forêts boréales et sur le fonctionnement de 
l'écosystème. Notre proposition pour la prochaine étape d'experience est de quantifier la 
quantité de carbone dans les plantes avec différentes concentrations de CO2 (sans limitation 
de l'azote) afin de mieux comprendre la corrélation entre la concentration élevée de CO2 et le 
stockage du carbone à l'intérieur de la plante. 
 
Les rétroactions biogéochimiques de ces phénomènes seraient très complexes et difficiles à 
prévoir. Par exemple, il reste à déterminer si d'autres nutriments tels que le phosphore et les 
micronutriments (Mo) vont limiter la réponse des aulnes actinorhiziens à la concentration 
élevée de CO2. Cependant, les données recueillies dans cette étude fournissent une précieuse 
base de données sur l'effet de l'ajout d'azote et de la concentration élevée de CO2 sur le 
développement et l'homéostasie des nutriments (P et métaux) chez l'aulne en condition 
suffisante de micronutriments. Ces données peuvent être utilisées comme une référence pour 
des expériences ultérieures pour évaluer l'effet de la disponibilité des nutriments clés (P, Mo, 
Mg, Mn) sur la réponse de la symbiose actinorhizienne à une concentration élevée de CO2. 
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CHAPITRE 4. DYNAMIQUE DE RELARGAGE DES NUTRIMENTS 
LORS DE LA DÉCOMPOSITION DES LITIÈRES DE FEUILLES 
EN FORÊT TEMPÉRÉE FROIDE 
 
Effet sur la limitation de la fixation d'azote par le molybdène et le phosphore. 
 
 
Ce chapitre aboutira à la soumission d'un article scientifique à l'automne 2015. 
 
Le travail de ce chapitre est le résultat de deux expériences de six mois de décomposition, la 
première sur le terrain et la seconde en chambre de croissance. Les analyses et le traitement 
des données, les analyses statistiques de la première étude ont été faits en été 2014, et la 
deuxième étude de l'automne 2014 au printemps 2015. 
 
 
4.1. Résumé 
 
La chute annuelle des feuilles alimente la litière de la forêt et constitue un des moyens de 
retour des éléments nutritifs au sol.  
 
Dans la forêt tempérée froide, la fixation non-symbiotique d'azote dans la couche de litière est 
une source non négligeable d'azote biodisponible pour les organismes vivants. Des études 
récentes ont démontré que cette activité est limitée par la disponibilité du molybdène et du 
phosphore. Il a été particulièrement démontré que la nature du couvert végétal influence 
fortement l'émergence de la limitation au molybdène et au phosphore et que ces limitations 
sont caractérisées par une variation saisonnière. Ces observations pourraient s'expliquer par 
l'importance de la qualité des litières (origine des tissus) ainsi que par la dynamique de 
libération des nutriments lors de la décomposition de la litière. Ainsi, la décomposition et le 
relargage des nutriments pourraient être contrôlés par les espèces d'arbre, mais également par 
la disponibilité en azote.  
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Nos objectifs étaient de comprendre (i) l'effet de la biodiversité des litières et (ii) l'effet de la  
concentration d'azote (sous forme de nitrate d'ammonium) sur la décomposition et le relargage 
des nutriments, en particulier le molybdène et le phosphore. 
 
Dans chaque expérience, la décomposition de la litière de feuilles d'espèces tempérées froides 
a été suivie pendant six mois.  
 
(i) Nous avons étudié le relargage d'éléments (P et métaux) et la perte de biomasse de sept 
types de litière de résineux, cinq types de litière de feuillus, ainsi que des mélanges de deux 
espèces et de quatre espèces de litières. 
 
Les résultats montrent que le taux de décomposition, la perte de masse et le relargage de 
nutriments dépendaient de la qualité de la litière et que le mélange n'avait pas d'effet 
significatif dans cette expérience. Plus précisément, nous avons observé que : (a) les litières 
de feuillus sont plus riches en micronutriments et en phosphore que les litières de résineux, 
(b) les taux de décomposition moyens étaient similaires pour les deux espèces de litières 
(feuillus et résineux) et (c) la décomposition était caractérisée par une première phase de perte 
rapide de biomasse suivie d'une seconde phase beaucoup plus lente. 
 
Les concentrations de la plupart des éléments (Al, Co, Cu, Fe, Mn, Ti, V et Zn) augmentent 
significativement pendant la décomposition de la litière. Cet enrichissement n'est pas le 
simple résultat d'une concentration des métaux dans la matière en décomposition, il est 
également dû à un enrichissement par absorption de métaux présents dans les dépôts 
atmosphériques, ou provenant du sol.  
 
Seuls trois éléments sont caractérisés par une perte nette (Mg, Mo et P); diminution de la 
concentration ainsi que du contenu absolu. Ces trois éléments sont essentiels à l'activité 
biologique, notamment à la fixation d'azote.  
 
(ii) Dans un deuxième temps, nous avons étudié la perte de biomasse et le relargage 
d'éléments (P et métaux) de litières de résineux provenant de deux sites (parc du Bois Beckett 
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et parc de la Yamaska) situés dans la forêt tempérée froide du sud du Québec en réponse à 
l'ajout de différentes concentrations de nitrate d'ammonium (0, 3, 9, 15 kg.ha
-1
.an
-1
).  
 
Le but de cette étude était de tester si la disponibilité de l'azote dans les sols (par dépôt d'azote 
ou par augmentation de la minéralisation d'azote avec le réchauffement climatique), aurait un 
effet sur le taux de décomposition et le relargage de nutriments. Nous avons confirmé que les 
différentes concentrations d'azote n'avaient d'effet ni sur la décomposition ni sur le relargage 
de nutriments des litières de résineux testées. 
 
 
4.2. Introduction 
 
Suite à la chute des feuilles, les nutriments accumulés dans ces dernières vont débuter un 
nouveau cycle. Les matières organiques tombant sur le sol de la forêt vont subir la 
décomposition principalement microbienne. Ce processus est dans le but de récupérer les 
ressources majeurs (C, N…) mais également remobiliser tous un ensemble de micronutriment 
indispensable au développement et l'activité des microorganismes vivants dans les parties 
superficielles du sol, dont de nombreux fixateurs d'azote.  
 
L'importance écologique de la litière en tant que source de nutriments dans la forêt est bien 
documentée et reconnue depuis longtemps (140-141). Une large fraction de l'apport d'azote 
(60 à 70%) et de phosphore (75 à 95%) pour les organismes vivants (142-146) dépend de la 
chute des feuilles et du recyclage des litières. En effet, la minéralisation de la matière 
organique et le retour d'éléments minéraux au sol après la décomposition des litières, font 
partie des principaux facteurs du fonctionnement des écosystèmes forestiers. Pendant la 
décomposition, une grande partie de l'azote présent dans les feuilles (environ 60% (147)) est 
remobilisée puis assimilée sous forme de NO3
-
 et/ou NH4
+ 
afin de soutenir la synthèse 
d'acides nucléiques et aminés et le phosphore, est assimilable sous forme de PO4
3-
 par les 
microorganismes pour intégrer dans la structure des cellules ainsi que la molécule d'ATP. Une 
corrélation positive a été observée entre la croissance des arbres et les concentrations des 
nutriments dans le sol minéral (148-149) mais également dans les couches organiques du sol 
(150-152). 
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Cependant, bien que la dynamique de macronutriments dans la litière en décomposition soit 
bien documentée, la dynamique des micronutriments (métaux) durant la décomposition et son 
impact sur le fonctionnement de processus biologique, comme la fixation d'azote est peu 
documentée. Cette question était l'objectif de recherche de ce chapitre. Les principes de base 
concernant la décomposition sont décrits ci-dessous. 
 
 
4.2.1. Facteurs influençant la décomposition de la litière 
 
La décomposition de la litière dépend des différents facteurs et surtout les interactions entre le 
sol, les organismes vivantes et les paramètres environnementaux (153). C'est un processus 
complexe contrôlé par de nombreux phénomènes, dont trois principaux (Figure 29) : 
 le climat  
 la qualité et la nature de la litière  
 l'abondance des microorganismes du sol (populations microbiennes) 
 
 
 
Figure 29. Facteurs influençant la décomposition de la litière (153). 
 
 
4.2.1.1. Le climat 
 
Le climat est le premier facteur important influençant la qualité des litières, le taux de 
décomposition des litières, l'abondance et la population microbienne dans la forêt. Il est 
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depuis longtemps reconnu que la température et les précipitations jouent un rôle important 
dans la décomposition des litières (154-158). Le taux d'humidité et la température influencent 
directement la couverture végétale ainsi que l'activité des communautés microbiennes 
responsable de la décomposition des litières en forêt (159-160). Dans le contexte actuel de 
changement climatique, les variations de température et d'humidité attendues aurons des 
impacts sans doute de manière significative sur la décomposition. Cependant les effets restent 
difficiles à prédire. Par exemple, une augmentation de la température pourrait se traduire par 
une hausse de l'efficacité de toutes les réactions chimiques responsable de la décomposition, 
car les réactions chimiques semblent être plus efficaces (par exemple) à 20-25°C au lieu de 
(par exemple) -20°C. À l'inverse une hausse de la température pourrait entrainer des épisodes 
secs plus nombreux ou l'activité microbienne est fortement réduite.  
 
Les précipitations sont aussi importantes pour l'activité microbienne car elle stimule la 
décomposition en favorisant le lessivage des composés solubles de la litière. Ce processus est 
important dans les premières étapes de la perte de biomasse des litières. Ainsi, une hausse de 
l'humidité du sol, pourrait stimuler le taux de décomposition des litières (159-160). 
Cependant, cet effet est valable jusqu'à un plateau optimum au delà duquel l'humidité 
n'affecte plus la décomposition (153). 
 
 
4.2.1.2. La qualité de la litière  
 
L'autre facteur qui influe fortement le taux de décomposition, est la composition chimique de 
la litière (161). En effet la litière est riche (162-163), en cellulose (40%), en tannins (30%) et 
en lignine (10%) récalcitrant à la décomposition. Cependant, certaines espèces produisent de 
la litière plus facilement décomposable que d'autres. Ainsi les litières de feuillus (164-165), 
sont de meilleures qualités pour la décomposition en comparaison des litières de résineux, 
plus riches en composés plus récalcitrants à la décomposition tels que la cellulose et la lignine 
(166). 
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La quantité de l'azote dans la litière ainsi que son rapport C/N influent fortement sur le taux 
de décomposition et de minéralisation (167). Généralement, la décomposition est plus rapide 
chez les espèces ayant un rapport C/N plus faible (160). De même, la décomposition est 
souvent plus rapide sur le matériel frais (début de saison de croissance) que le matériel ayant 
subit une décomposition plus avancée qui est souvent plus riche en azote (168).  
 
Les quantités initiales de l'azote et du phosphore dans les litières ont été proposés comme des 
facteurs d'amélioration du taux de décomposition (169, 170). Outre la quantité initiale des 
éléments, l'ajout d'azote à "des stades précoces de décomposition" pourrait aussi améliorer ce 
processus, alors que l'ajout d'azote a été suggéré comme "un élément de suppression à un 
stade avancé" (171-172). D'autres éléments, tel que le potassium, peuvent aussi influencer la 
décomposition. Ainsi les litières de feuillus souvent plus riches en potassium et moins en 
lignine se décomposent mieux que les litières de résineux plus pauvre en potassium (173-
175). Étant donné que la composition chimique de la litière influe sur le taux de 
décomposition, elle a également une importance déterminante dans la libération (relargage) 
des éléments nutritifs. 
 
 
4.2.1.3. La nature de la litière 
 
Les plantes produisent différentes formes des feuilles. Certaines espèces produisent des 
feuilles minces avec de grandes surfaces et généralement plus facile à dégrader alors que 
d'autres espèces produisent des feuilles plus épaisses et plus rigides avec un rapport surface 
sur volume plus faible plus difficile à dégrader. Ainsi, les litières des résineux se décomposent 
en général plus lentement que celles des feuillus (4.2.1.2). En outre, les feuilles qui sont plus 
tendres disparaissent plus rapidement que les autres (176). 
 
En forêt, il est rare de trouver des sites en régime de monoculture (population pure). Pour 
cette raison, les litières sur le sol de la forêt sont généralement constituées d'un mélange de 
plus d'une espèce d'arbre. Il a été suggéré que le mélange de litières de différentes espèces, 
pourrait influencer le taux de décomposition et de relargage de nutriments (177-178). Le 
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mélange de différentes espèces pourrait affecter l'activité microbienne et par conséquent le 
taux de décomposition. Cependant, les résultats sont contrastés; des effets positifs, négatifs et 
neutres sur la décomposition ont été rapportés (179-182).  
 
 
4.2.1.4. L'abondance des microorganismes du sol (populations microbiennes)  
 
Crossley et Hoglund en 1962 (183) ont trouvé une corrélation élevée entre l'abondance de 
microorganismes dans des échantillons de litière et la vitesse de décomposition. En effet, les 
bactéries et les champignons sont les principaux microorganismes du sol responsables de la 
décomposition de la matière organique qui assurent le recyclage des nutriments et la 
transformation en matière minérale. Les transferts de nutriments entre les décomposeurs 
(bactéries et champignons) et la biomasse des plantes dépendent des relations mutualistes et 
compétitives entre les êtres vivants du sol (184).  
 
Dans la forêt boréale, environ 90% de la production nette pourrait rejoindre la litière (185). 
Les litières en forêt boréale, majoritairement dominées par les résineux, est récalcitrante à la 
décomposition par toutes les bactéries du fait de leur composition et qualité (voir ci-avant). 
Pour cette raison, les champignons (décomposeurs plus efficaces par rapport aux bactéries) 
colonisent d'une façon intense la litière (186). Une fois que le carbone (le composé facile à 
dégrader), de la litière a été décomposé par les différents microorganismes, les champignons 
peuvent commencer la décomposition de composés plus difficiles à dégrader, via la 
production d'un ensemble d'enzymes extracellulaires (187). 
 
La décomposition des litières en milieu boréal est également affecté par une forte variation 
saisonnière. Au cours de l'hiver, le taux de décomposition de la litière diminue fortement à 
cause de la faible activité des microorganismes sur la surface de sol (couche litière). La 
majeur partie de la décomposition se produit lorsque les conditions de température et 
d'humidité sont favorables à l'activité microbienne (de la fin du printemps au début de 
l'automne).  
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4.3. Objectifs et problématiques du projet de recherche 
 
OBJECTIF 1 :  
 
Importance de la dynamique de relargage des nutriments sur la limitation de la fixation non-
symbiotique d'azote dans les litières. 
 
La forêt tempérée froide (et boréale) représente un des plus grands écosystèmes de la planète. 
En dépit de son importance écologique et économique critique, nous connaissons assez peu 
les processus qui régissent le cycle des éléments nutritifs et contrôlent l'activité fixatrice 
d'azote malgré leur importance pour la croissance de ces forêts.  
 
La plupart des études sur la décomposition de litières étaient focalisées principalement sur la 
libération du carbone, de l'azote et du phosphore. La question dans la plupart des études a été 
de savoir comment l'interaction C/N influence la vitesse de libération du carbone et de l'azote, 
et il a été démontré qu'il existe une forte corrélation positive entre ces deux éléments et le taux 
de décomposition.  
 
En plus des éléments majeurs (C, N, P), les métaux sont aussi nécessaires pour la production 
primaire (par exemple l'activité de la fixation d'azote). Malheureusement, peu d'études ont été 
réalisées sur le relargage des métaux nécessaires pour la fixation d'azote. La mobilisation et la 
fixation de Mo, V et U dans la litière pendant la décomposition ont été mentionnée par 
Bloomfield et Kelso (188). Clarhom et al., en 2013 (189) ont suggéré que le relargage de 
métaux (Ca, Mg, Al) après la décomposition des litières, aiderait à régulariser le pH du sol. 
Enfin, Lousier et Parkinson en 1976 (190) ont quantifié le retour de nutriments (Ca> N> K> 
Mg> P> Zn> Fe> Mn> Na> Cu) au sol après la décomposition. 
 
Contrairement à la forêt tempérée froide, plusieurs recherches ont été faites en forêt tropicale. 
Pendant longtemps le phosphore a été le seul facteur connu pour limiter la fixation d'azote 
dans les forêts tropicales. 
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Vitousek et al., en 1999 (191) ont conclu que les micronutriments pourraient aussi influencer 
la fixation d'azote non-symbiotique dans les sols de la forêt tropicale. C'est seulement en 2009 
que Barron et al., (32) ont démontré que le molybdène était le principal facteur limitant la 
fixation non-symbiotique d'azote dans les forêts tropicales du Panama. Wurzburger et al., en 
2012 (31) ont aussi démontré une co-limitation du phosphore et du molybdène dans ce même 
écosystème. La limitation de la fixation d'azote par le phosphore est liée au coût 
énergétiquement élevé de cette réaction (30, 192-193). Quant à la limitation en molybdène, 
elle prend son origine dans l'importance de ce métal en tant que cofacteur de l'enzyme (194-
195). 
 
Contrairement aux sols tropicaux fortement altérés par une pédogenèse intense, les sols des 
régions tempérées froides sont moins altérés (époque glaciaire). En conséquence, les éléments 
nutritifs dérivés de roche, tels que le phosphore et le molybdène, devraient être moins 
limitants dans ces écosystèmes. Malgré cela, quelques études ont rapporté que la fixation non-
symbiotique d'azote en forêt tempérée froide est également limitée par la biodisponibilité du 
molybdène et du phosphore (29, 33). 
 
Contrairement aux forêts tropicales où la litière est continuellement produite et décomposée, 
dans les forêts tempérées et boréales, l'activité biologique, le dépôt des litières et la 
décomposition sont affectés par la forte saisonnalité. Jean et al., en 2013 (33) ont démontré 
que la limitation en molybdène et phosphore de la fixation d'azote était aussi affectée par une 
forte saisonnalité. Le phosphore était limitant en début de saison de croissance et le 
molybdène en fin de saison. Ceci suggère que la dynamique des nutriments lors de la 
décomposition de la litière pourrait affecter la fixation d'azote. Jean et al., (33) ont également 
rapporté que le couvert végétal influence l'émergence de la limitation puisque seules les 
litières de résineux étaient affectées. 
 
Actuellement, à notre connaissance, il y a très peu de donnée sur la relation entre relargage de 
nutriments durant la décomposition et la limitation de la fixation non-symbiotique d'azote. Il 
est donc nécessaire d'évaluer la dynamique de la décomposition des litières au cours d'une 
saison.  
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L'objectif 1 de ce chapitre était d'étudier la dynamique des nutriments durant la décomposition 
de différentes espèces de litières. Nous avons étudié et comparé la décomposition et le 
relargage de multiples nutriments en fonction de la diversité des litières (feuillus et résineux). 
L'effet de mélange d'espèces a également été évalué (étude de la biodiversité des litières dans 
le relargage des nutriments). Dans cette partie, nous nous sommes plus concentrés sur des 
éléments nécessaires pour la fixation d'azote comme le phosphore et le molybdène.  
 
Cette étude nous a permis de mieux comprendre les liens existants entre la dynamique de 
relargage de nutriments durant la décomposition des litières et les limitations de la fixation 
non-symbiotique d'azote dans la forêt tempérée froide et boréale. 
 
 
OBJECTIF 2 : 
 
Rôle de la disponibilité en azote sur la décomposition de la litière et le relargage des 
nutriments (en particulier P et Mo). 
 
Nous avons évalué l'effet de la biodisponibilité (déposition) de l'azote sur la dynamique du 
relargage des métaux et du phosphore. L'azote est considéré comme un régulateur important 
de la décomposition (196-197). Berg et Matzner en 1997 (198) ont étudié les effets de la 
déposition d'azote sur la décomposition des litières et de la matière organique de sol selon le 
stade de décomposition (stades précoce, tardif et terminal). Les effets peuvent être divisés en 
"effets directs et effets indirects". Les détails de ces deux effets ont basé sur l'article Berg et 
Matzner en 1997 (198). 
 
Les effets directs : l'addition de nitrate d'ammonium à la litière fraîche, nouvellement tombée 
(stades précoces), conduit à l'augmentation du taux de décomposition initial des substances 
solubles. Au contraire, l'addition des mêmes composés à l'humus (stades terminaux) supprime 
ou ralentit cette activité (199-200). L'azote biodisponible peut donc effectivement réduire le 
taux décomposition en affectant l'activité microbienne. 
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Les effets indirects : la déposition à long terme conduit à une augmentation des teneurs en 
azote. Cet azote de la litière forme des composés organiques dont les effets sont semblables à 
ceux qui résultent de la variation naturelle du rapport C/N entre les différents types de litières. 
Ainsi, la décomposition initiale est généralement plus importante pour les litières de plantes 
riches en azote que pour les litières contenant moins d'azote. Aux stades avancés, où le taux 
de décomposition de la lignine régularise la décomposition de la litière, l'apport d'azote peut 
retarder la décomposition.  
 
Notre hypothèse était que le relargage des nutriments dépend de la concentration d'azote. 
L'augmentation de la disponibilité en azote affecte négativement la fixation biologique 
d'azote, ce qui affecte les besoins en nutriments (par exemple P et Mo). Nous avons suggéré 
que le taux de relargage de nutriments (P et Mo) pourrait être influencé par les besoins en 
nutriments pour la fixation d'azote.  
 
Pour cette étude nous avons sélectionné deux sites caractérisés par diverses intensités de 
déposition d'azote et différents taux de fixation biologique d'azote. 
 
Les sites ont été choisis visuellement pour avoir un couvert de résineux. Le choix des sites a 
été basé sur le travail de Jean et al., en 2013 (33) et représente deux sites aux réponses 
contrastées à l'ajout de phosphore et molybdène. Sur le premier site, parc de la Yamaska 
(Roxton Pond, Qc), la fixation non-symbiotique d'azote n'était pas limitée par le molybdène 
ou le phosphore. À l'inverse, sur le second site, le parc municipal du Bois-Beckett 
(Sherbrooke, QC), la fixation d'azote était limitée par le phosphore et le molybdène. 
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4.4. Résultats et Discussions 1 : Effet de la biodiversité des litières sur la décomposition 
de la litière et le relargage des nutriments 
 
Toutes les méthodes (préparation des échantillons (2.2.1), mineralisation (2.5.2.2), analyse 
élémentaires (2.5.3), analyse statistique (2.8)) de ce chapitre sont déjà présentées dans le 
chapitre 2 (méthodes et matériels). 
 
Les données présentées ci-dessous pour la perte de biomasse et le relargage des nutriments 
représentent les moyennes de cinq litières de feuillus et sept litières de résineux (Annexe 8). 
En effet aucune différence significative entre les espèces d'un même type de litières (feuillus 
et résineux) n'a été observée. Par contre, la différence entre les résineux et les feuillus est 
assez évidente, principalement pour le relargage de nutriments. 
 
Note 1 : Afin d'identifier les différences significatives entre les différentes espèces de litières 
(feuillus et résineux) lors de la décomposition, nous avons réalisé une analyse de la variance 
(Two-Way ANOVA, Tukey) en utilisant un modèle linéaire général avec une valeur de P 
préalablement définie (P < 0,05, Sigma Plot, Systat Software Inc.). Pour avoir une meilleure 
visibilité sur les graphiques, nous n'avons représenté que les différences significatives 
(exprimées par des lettres). Les mêmes lettres indiquent qu'il n'y a pas de différence 
significative entre les points du temps pour chaque espèces de litières (Two-Way ANOVA, 
Tukey, P < 0,05), par contre la différence est basée sur la nature des litières. Tandis que 
l'absence de lettre signifie qu'il n'y a aucune différence significative entre les différentes 
espèces des litières (feuillus et résineux) lors de la décomposition. 
 
Note 2 : Pour étudier le relargage des nutriments des litières, nous avons calculé l'indice de 
perte de chaque élément comme suit :  
 
Indice de perte = [1 - ((Contenu à t=x) / (Contenu initial t=0))] 
 
Ici nous avons considéré le contenu absolu (contenu = concentration X masse de 
l'échantillon). 
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4.4.1. Perte de biomasse  
 
Pour les litières de résineux, nous avons observé une phase rapide de perte de biomasse 
(environ 15-20% en 28 jours et environ 30% en 59 jours), suivie d'une seconde phase de 
décomposition très lente (en moyenne de 5% (Figure 30)).  
 
Pour les litières de feuillus, aucune perte significative de biomasse n'a été observée pendant 
les 28 premiers jours, ce qui semble indiquer une absence de décomposition. Cependant ceci 
est relativement improbable et résulte plus vraisemblablement de la contamination (source 
d'exogène) du sol dans certains échantillons. La décomposition est ensuite rapide du 28ème au 
59ème jour (environ 25-30% en 31 jours). Après le 59ème jour, la décomposition est 
relativement lente jusqu'à la fin de l'expérience.  
 
Ces observations sont en accord avec la littérature. En effet, il est bien documenté que la perte 
de composés organiques solubles (souvent facilement utilisables par les microorganismes) est 
très rapide au cours des premiers jours de décomposition (201-202). Ce processus engendre 
une forte perte de biomasse au début de la décomposition. La vitesse de décomposition 
diminue progressivement avec le temps dû au caractère plus récalcitrant de la matière 
résiduelle. 
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Figure 30. Pourcentage de masse sèche restée dans la litière (feuillus et résineux) lors de la 
décomposition sur l'axe de gauche, perte de biomasse (g) de la litière (feuillus et résineux) 
lors de la décomposition sur l'axe de droite.  
 
 
4.4.2. Analyse élémentaire  
 
Nous avons suivi la dynamique des éléments des litières (feuillus et résineux) en 
décomposition par analyse du contenu élémentaire par ICP/MS aux différents temps 
d'échantillonnage.  
 
 
4.4.2.1. Analyse statistique des données de l'ICP/MS 
 
Les résultats d'une analyse multivariée (11 éléments et 5 points du temps) sur l'ensemble des 
données de l'expérience sont présentés en Figure 31. Dans l'interprétation des graphiques avec 
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transformation CLR, la direction et la longueur des vecteurs sont importantes (détails dans la 
section 2.8 analyse statistique du chapitre de méthode).  
 
Cette analyse permet de distinguer, parmi les onze éléments analysés, deux groupes selon 
l'axe 1 (Figure 31). Le premier groupe (partie droite) est constitué d'éléments plus solubles 
(Cu, Mg, Mn, Mo, P, Zn) et corrélés avec le t0.  
 
Le second groupe (partie gauche) est caractérisé par des éléments terrigènes (Al, Co, Fe, Ti, 
V) et corrélés avec le t3-t4. Donc les groupes séparés par cet axe étaient plus corrélés avec le 
temps de décomposition. 
 
Les éléments peuvent être également séparés selon l'axe 2. Les trois groupes (droite) séparés 
étaient : 1) Mn, 2) Mo et 3) Cu, Mg, P, Zn. 
 
Cet axe oppose principalement le molybdène et le manganèse. À cette étape d'analyse, 
justifier cette séparation n'était pas évident. Notre hypothèse est que cette séparation pourrait 
être soit corrélée avec les espèces de litières soit avec le mélange des litières.  
 
C'est pour cette raison que nous avons étudié dans un premier temps les mélanges des 
espèces, puis les espèces seules. 
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Figure 31. Séparation des groupes pour l'ensemble des données analysées par ICP/MS avec la 
transformation CLR en utilisant le logiciel de Codapack.  
 
 
4.4.2.2. Effet du mélange des litières (relargage P et Mo) 
 
La comparaison des résultats (concentration et indice de perte) obtenus pour les litières seules 
et les mélanges a confirmé que la nature des litières (feuillus et résineux) peut influencer le 
relargage de micronutriments. Au contraire, les mélanges ont peu ou pas d'influence sur la 
décomposition et le relargage des nutriments (aucune différence significative n'a été 
observée). Les résultats obtenus avec les mélanges fournissent des résultats intermédiaires à 
ceux obtenus pour les espèces seules, constitutives des mélanges (Figures 32 et 33). 
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Nous n'avons présenté que les résultats du phosphore et du molybdène, les deux éléments 
importants pour la fixation d'azote, ce qui est cohérent avec les études de la littérature portant 
sur l'effet du mélange de litières sur la décomposition. 
 
Aubert et al., en 2010 (203), ont utilisé des sachets de litière remplis de litière de cinq 
espèces. Après douze mois de décomposition, la décomposition ainsi que la libération de 
l'azote semblaient plus influencées par la qualité de la litière tandis que les mélanges ne 
présentaient pas de différences significatives majeures entre eux. 
 
 
 
Figure 32. Indice de perte du phosphore au sol de la litière (mélange de 2 et 4 espèces) lors de 
la décomposition sur l'axe de gauche, concentration (g élément/g litière) du phosphore dans la 
litière (mélange de 2 et 4 espèces) lors de la décomposition sur l'axe de droite.  
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Figure 33. Indice de perte du molybdène au sol de la litière (mélange de 2 et 4 espèces) lors 
de la décomposition sur l'axe de gauche, concentration (g élément/g litière) du molybdène 
dans la litière (mélange de 2 et 4 espèces) lors de la décomposition sur l'axe de droite.  
 
 
Dans les mélanges de litière, la quantité et la qualité de la litière varient d'un endroit à l'autre 
en fonction de la disposition spatiale des arbres et de leurs caractéristiques. Ces hétérogénéités 
peuvent affecter les taux de décomposition (204). Cependant, la diversité des litières ne 
semble pas avoir d'effet direct sur la décomposition. La différence de décomposition des 
mélanges est le résultat de la présence de différentes communautés microbiennes sur les 
litières. La diversité de cette communauté peut augmenter le taux de décomposition, 
malheureusement, les relations entre les diversités de litière et leur communauté microbiennes 
sont encore obscures (205). 
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4.4.2.3. Relargage des nutriments :  
 
La majorité des éléments ont présenté des comportements similaires à l'exception du 
phosphore, du molybdène et du magnésium. Dans un souci de clarté nous avons détaillé 
séparément c'est deux groupes d'éléments : (Al, Co, Cu, Fe, Mn, V, Ti, Zn) et (Mg, P, Mo). 
 
 
4.4.2.3.1. Al, Co, Cu, Fe, Mn V, Ti et Zn  
 
La Figure 34 présente l'évolution des concentrations en éléments (g élément/g litière (masse 
sèche)) de litières au cours du temps. La Figure 35 présente l'indice de perte (relargage) 
d'éléments (la façon de calculer l'indice de perte est présentée au début de ce chapitre).  
 
Pour Al, Co, Cu, Fe, V, Ti, et Zn, la concentration (g élément/g litière) dans les litières de 
feuillus était toujours supérieure, ou comparable, à celle des litières de résineux. La seule 
exception dans ce groupe d'éléments était le manganèse, qui était caractérisé par une 
concentration plus élevée dans les litières de résineux par rapport aux litières de feuillus 
(Figure 34). 
 
Les indices de perte étaient systématiquement négatifs, indiquant un gain net de métal durant 
la décomposition, pour les deux litières. Le gain été systématiquement plus important pour les 
feuillus que les résineux, à l'exception du manganèse (Figure 35). 
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Figure 34. Concentrations (g élément/g litière) des micronutriments des litières (feuillus et 
résineux) lors de la décomposition, (A) aluminium, (B) cobalt, (C) cuivre, (D) fer, (E) 
manganèse, (F) titane, (G) vanadium, (H) zinc. 
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Figure 35. Indice de perte des micronutriments des litières (feuillus et résineux) au sol lors de 
la décomposition, (A) aluminium, (B) cobalt, (C) cuivre, (D) fer, (E) manganèse, (F) titane, 
(G) vanadium, (H) zinc.  
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Comparaison de nos données par rapport à la littérature 
 
 L'enrichissement des métaux dans la litière a presque toujours été expliqué par 
l'interception des dépôts atmosphériques (sec ou humide) en métaux (206-208). Par 
exemple, le dépôt atmosphérique de vanadium a été considérable au cours des dernières 
décennies en raison de la combustion de combustibles fossiles, qui ont souvent des 
teneurs élevées en cet élément (209). 
 
 L'enrichissement en métal dans la litière en décomposition indique une mobilité lente des 
métaux dans la litière. Néanmoins, une certaine fraction de métal sera toujours dissoute 
dans l'eau. 
 
 D'autres mécanismes ont été proposés pour expliquer ces enrichissements en métaux des 
litières tels que l'absorption des métaux du sol, ou encore l'absorption des métaux par des 
bactéries colonisant la litière (210-211). Les augmentations des teneurs en métaux 
pourraient être attribuables à différents facteurs, tels que la contamination par les 
sédiments, l'adsorption passive sur la fraction de matières organiques récalcitrantes et 
l'accumulation active par les colonisateurs microbiens (212-216). 
 
 
4.4.2.3.2. Mg, P et Mo 
 
Contrairement aux autres éléments, dans le cas du magnésium (Figure 36), du phosphore (Figure 
37) et du molybdène (Figure 38), nous avons observé une baisse de concentration dans les litières 
(g élément/g litière) au cours de la décomposition. Nous avons également observé une perte nette 
d'éléments. 
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4.4.2.3.2.1. Magnésium (Mg) 
 
Les deux litières de feuillus et de résineux ont des comportements similaires pour la dynamique 
de relargage du magnésium lors de la décomposition. Elles sont caractérisées par un relargage 
rapide dans les premiers stades de décomposition (environ 20% dans les 28 premiers jours) suivi 
d'un relargage plus lent, comparable à la perte de biomasse (Figure 36B).  
 
Les concentrations en magnésium des deux litières étaient relativement constantes tout au long de 
l'expérience (Figure 36A). Cependant, la concentration de magnésium dans les litières de feuillus 
a été plus élevée pendant toute la durée de décomposition par rapport des litières de résineux, 
même si l'indice de perte était comparable. Ceci reflète principalement la teneur plus élevée en 
magnésium dans le matériel frais des litières de feuillus.  
 
 
 
Figure 36. (A) Concentrations (g élément/g litière) du magnésium des litières (feuillus et 
résineux) lors de la décomposition, (B) indice de perte du magnésium au sol des litières (feuillus 
et résineux) lors de la décomposition.  
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4.4.2.3.2.2. Phosphore (P) 
 
La diminution de la concentration en phosphore suit des tendances comparables à la perte de 
biomasse chez les deux espèces de litière (feuillus et résineux), une diminution rapide pendant les 
28 premiers jours (t0-t1, 40%) suivie d'une seconde phase (t1-t4) nettement plus lente (Figure 
37). Ces observations sont en accord avec la littérature (217). 
 
 
 
Figure 37. Indice de perte du phosphore des litières (feuillus et résineux) au sol lors de la 
décomposition sur l'axe de gauche, concentration (g élément/g litière) du phosphore dans les 
litières (feuillus et résineux) lors de la décomposition sur l'axe de droite.  
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Les deux litières ont été caractérisées par des indices de perte comparables, d'environ 40-50% 
(Figure 37). La concentration initiale de phosphore dans les litières de feuillus était plus élevée 
par rapport aux litières de résineux, en conséquence, pour les litières de feuillus, la quantité 
absolue de phosphore mobilisé par la décomposition est nettement supérieure (environ 2 fois 
plus, donnée non présentée). 
 
Le phosphore joue un rôle indispensable dans la croissance des plantes et des microorganismes. 
La libération précoce de phosphore en début de décomposition est cohérente avec le besoin 
important d'acquérir une ressource rare, mais vitale à l'ensemble des organismes dépendant de la 
litière. Ces résultats sont également cohérents avec les observations d'une limitation en phosphore 
de la fixation non-symbiotique d'azote dans les litières en début de saison, lorsque les processus 
de décomposition n'ont pas encore libéré efficacement le phosphore (33). Après quelques 
semaines, la limitation en phosphore s'efface, car la décomposition active en début de saison a 
rendu disponible cette ressource pour les microorganismes des litières incluant les bactéries 
fixatrices d'azote. La teneur plus élevée en phosphore des litières de feuillus comparée aux 
litières de résineux explique sans doute l'absence de limitation de la fixation biologique d'azote 
par le phosphore dans ces litières (33). 
 
 
4.4.2.3.2.3. Molybdène (Mo) 
 
Les deux litières de feuillus et de résineux ont des comportements très contrastés vis-à-vis de la 
dynamique du molybdène lors de la décomposition. Les résineux sont caractérisés par une 
diminution rapide de la concentration du molybdène dans les premiers stades de décomposition 
(59 premiers jours) alors que dans le même temps la concentration en molybdène augmente dans 
les litières de feuillus (Figure 38). Les litières de résineux sont également caractérisées par une 
perte nette de molybdène, alors que les feuillus se caractérisent par un gain net de molybdène.  
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Figure 38. Indice de perte du molybdène des litières (feuillus et résineux) au sol lors de la 
décomposition sur l'axe de gauche, concentration (g élément/g litière) du molybdène dans les 
litières (feuillus et résineux) lors de la décomposition sur l'axe de droite.  
 
 
La première phase de décroissance rapide de la concentration et quantité absolue de phosphore et 
de molybdène (Figures 37 et 38) dans les litières de résineux, correspond vraisemblablement à 
une activité microbienne intense utilisant les substances rapidement décomposables. La vitesse de 
décomposition diminuerait progressivement en même temps que la concentration en ces 
nutriments dans les litières. La deuxième phase, approximativement linéaire, correspondrait à une 
litière de composition chimique plus difficilement attaquable par les microorganismes et donc 
plus stable (201-202). 
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Ces résultats apportent des éclaircissements sur les observations de Jean et al., en 2013 (33) qui 
rapportent une limitation de la fixation non-symbiotique d'azote des litières par le phosphore en 
début de saison de croissance, alors que la limitation par le molybdène apparaît au milieu de la 
saison de croissance et ce uniquement chez les résineux. Le phosphore limite la fixation 
biologique d'azote, et sans doute la majorité de l'activité microbienne, dans les stades précoces de 
décomposition. Une fois que la limitation en phosphore a été levée, due à une décomposition et 
un relargage actif de phosphore, la fixation biologique d'azote se développe dans une litière 
appauvrie en molybdène chez les résineux alors qu'elle est enrichie dans les litières de feuillus. 
Ceci explique sans doute pourquoi la limitation en molybdène se développe principalement dans 
les litières de résineux. 
 
 
4.4.3.  Conclusion  
 
Nous n'avons pas observé de différence significative au niveau de la décomposition (tendance) 
des litières (feuillus et résineux). Par contre, ces résultats ont confirmé nos hypothèses selon 
lesquelles le rôle du couvert végétal et le caractère saisonnier de la limitation en phosphore et 
molybdène s'expliquent par (i) les teneurs en éléments des litières et (ii) la dynamique des 
éléments au cours de la décomposition. 
 
La séparation statistique des données analysées selon l'axe 2 (entre le molybdène et le 
manganèse) semble refléter la différence de concentration de ces éléments dans les deux litières 
(feuillus et résineux). Les litières de résineux sont plus concentrées en manganèse et les litières 
de feuillus sont plus concentrées en molybdène (Figures 34 et 38). Donc le manganèse est plus 
corrélé avec les litières de résineux tandis que le molybdène est plus corrélé avec les litières de 
feuillus. Cette analyse statistique a aussi confirmé que le phosphore et le molybdène sont corrélés 
avec le t0. Par contre, les métaux terrigènes sont corrélés avec la fin de la décomposition les 
litières (t3-t4) en raison de l'enrichissement de ces métaux dans les litières lors de la 
décomposition. 
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4.5. Résultats et Discussions 2 : Effet de la concentration en azote (déposition d'azote) sur 
la décomposition et le relargage de nutriments par des litières de résineux. 
 
Toutes les méthodes (préparation des échantillons (2.2.2), mineralisation (2.5.2.2), analyse 
élémentaires (2.5.3), analyse statistique (2.8)) de ce chapitre sont déjà présentées dans le chapitre 
2 (méthodes et matériels). 
 
Note 1: Afin d'identifier les différences significatives entre les différentes concentrations d'azote 
ajoutées lors de la décomposition (7-180ème jours), nous avons réalisé une analyse de la variance 
(Two-Way ANOVA, Tukey) en utilisant un modèle linéaire général avec une valeur de P 
préalablement définie (P < 0,05, Sigma Plot, Systat Software Inc.). 
 
L'analyse statistique a été faite deux fois avec et sans le premier point de temps avant la 
décomposition (t0). En présence de ce point, la seule différence significative était entre le t0 et les 
autres points de temps. Par contre, en excluant de ce point, plusieurs différences significatives ont 
été observées. Pour cette raison, nous avons exclu les données de t0 pour faire l'analyse 
statistique, car la différence significative de ce point avec les autres points du temps influençait 
les précisions de l'analyse statistique. Pour avoir une meilleure visibilité sur les graphiques, nous 
avons représenté les différences significatives dans deux tableaux (parc du Bois Beckett et parc 
de la Yamaska). 
 
Note 2 : Pour les figures de cette section, en raison d'un mandque de visibilité, nous avons choisi 
les symboles plus grands et par conséquent les barres d'erreurs sont moins visibles. 
 
4.5.1. Perte de biomasse 
 
Dans les deux parcs, nous avons observé une phase rapide de perte de biomasse jusqu'au 7ème 
jour (environ 40% et 50% au parc du Bois Beckett et de la Yamaska respectivement), suivie 
d'une seconde phase de décomposition très lente (en moyenne de 10%) jusqu'à la fin de 
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l'expérience (Figure 39). Aucune différence significative n'a été observée entre les différents 
temps de décomposition (7-180 jours) et différentes concentrations d'azote ajoutées (N0 : 0, N1 : 
3, N2 : 9, N3 : 15 kg.ha
-1
.an
-1
). La disponibilité de l'azote n'a eu aucun effet significatif sur la 
perte de biomasse des litières de résineux. Néanmoins, nous avons observé une variation au parc 
du Bois Beckett entre N0 (contrôle) et N3 (15 kg.ha
-1
.an
-1
 (Figure 39A et 39B)). Cette variation 
pourrait être en corrélation avec la concentration d'azote ajoutée (diminution de perte de biomasse 
en ajoutant de l'azote).  
Figure 39. Parc du Bois Beckett (A, B), (A) pourcentage de masse sèche restée dans la litière 
(résineux) lors de la décomposition, (B) perte de biomasse (g) de la litière (résineux) lors de la 
décomposition. Parc de la Yamaska (C, D), (C) pourcentage de masse sèche restée dans la litière 
(résineux) lors de la décomposition, (D) perte de biomasse (g) de la litière (résineux) lors de la 
décomposition. 
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Les litières testées ici proviennent de résineux avec un rapport C/N général plus élevé que les 
litières de feuillus. De nombreuses études soulignent l'effet stimulant de l'azote sur la 
décomposition microbienne et l'importante du rapport C/N de la matière organique sur le taux de 
décomposition (218). Lorsque le rapport C/N est inférieur à une certaine valeur (environ C/N < 
30), la décomposition conduit à une minéralisation d'azote. En revanche, au-dessus de cette 
valeur (environ C/N > 30), l'absence d'azote peut retarder l'activité microbienne (218). Dans ce 
cas, un effet positif de l'azote sur le taux de décomposition pourait être observé. Cependant, Fog 
et al., en 1988 (219) ont démontré que l'ajout d'azote à la matiere organique avec un rapport C/N 
elevé (C/N > 30) n'avait pas d'effet stimulant sur l'activité microbienne et en consequence sur le 
taux de decomposition des litières.  
 
 
4.5.2. Relargage des nutriments 
 
Nous avons étudié dans cette section le relargage de onze (Al, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, P, Ti, V 
et Zn) éléments au cours de la décomposition des litières. La façon de calculer l'indice de perte 
(relargage) est présentée au début de ce chapitre.  
 
Pour plus de clarté, nous avons présenté seulement les résultats d'indice de perte. L'ensemble des 
données de concentration est disponible en Annexes (11-14).  
 
Au parc du Bois Beckett, les résultats étaient similaires à ceux de la section précédente 
(enrichissement des métaux : Al, Co, Ti (Figure 40), Fe (Figure 48A et 48B), V (Figure 49A et 
49B) et le relargage du magnésium (Figure 41B)), avec une exception au niveau du relargage de 
trois métaux (Cu, Mn et Zn (Figure 41A, 41C et 41D)).  
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Figure 40. Parc du Bois Beckett, indice de perte des micronutriments des litières (résineux) au sol 
lors de la décomposition : (A) aluminium, (B) cobalt, (C) titane. 
 
 
Dans la section précédente pour ces trois métaux, un enrichissement en fonction du temps dans 
les litières a été observé, cependant dans cette section, un relargage de ces trois métaux a été 
observé (pendant les sept premiers jours environ 60% : Cu (Figure 41A), 35% : Mn (Figure 41C) 
et 45-50% : Zn (Figure 41D)).  
 
Ces trois métaux sont dans le groupe des métaux solubles dans l'eau avec un relargage rapide. La 
déposition atmosphérique pourrait expliquer les différences dans la dynamique de ces métaux 
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entre les expériences in situ (section précédente) et en microcosmes (cette section). In situ, la 
concentration en métaux dans les litières en décomposition est le bilan entre les pertes (relargage) 
et les gains par captation des dépôts atmosphériques et du sol environnant. En microcosmes, les 
dépôts atmosphériques sont inexistants. Ceci suggère que pour ces métaux les dépôts 
atmosphériques ont joué un rôle important dans l'enrichissement des litières. 
 
 
 
Figure 41. Parc du Bois Beckett, indice de perte des micronutriments des litières (résineux) au sol 
lors de la décomposition : (A) cuivre, (B) magnésium, (C) manganèse, (D) zinc. 
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Par contre au parc de la Yamaska, tous les métaux étaient relargués avec diverses intensités. Les 
relargages de : Al, Co, Ti, Zn (Figure 42) étaient nettement moins marqués que les relargages de : 
Cu, Mg, Mn (Figure 43).  
 
 
 
Figure 42. Parc de la Yamaska, indice de perte des micronutriments des litières (résineux) au sol 
lors de la décomposition : (A) aluminium, (B) cobalt, (C) titane, (D) zinc. 
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Figure 43. Parc de la Yamaska, indice de perte des micronutriments des litières (résineux) au sol 
lors de la décomposition : (A) cuivre, (B) magnésium, (C) manganèse. 
 
 
En sachant que dans les deux cas (deux parcs), le dépôt atmosphérique était absent, leur 
solubilité, leurs rôles dans la fixation d'azote et/ou autres activités des microorganismes et la 
composition du sol des deux parcs pourraient expliquer ces différents de relargage.  
 
Notre hypothèse est que l'indice de perte était plus élevé dans le cas des nutriments nécessaires 
pour les activités biologiques tels que : Cu, Mg, Mn. Le fer et le zinc sont aussi importants pour 
les activités biologiques, cependant leur relargage était moins marqué probablement en raison de 
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leur enrichissement provenant du sol (le contact avec le sol est une des sources de contamination 
des litières).  
 
Pour les deux parcs, quelques différences significatives ont été observées entre les différentes 
concentrations d'azote ajoutées (0, 3, 9, 15 kg.ha
-1
.an
-1
), par contre ces différences n'étaient pas en 
corrélation avec l'effet de l'azote sur le relargage des nutriments (Tableaux 6 et 7 pour parc du 
Bois Beckett et parc de la Yamaska respectivement). 
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Tableau 7. Parc du Bois Beckett, analyse de la variance (Two-Way-ANOVA, Tukey) des différents points du temps lors de la décomposition (7-
180ème jours) en utilisant un modèle linéaire général avec une valeur de P préalablement définie (P < 0,05, Sigma Plot, Systat Software Inc.). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Temps (jours) Mg Al P Ti V Mn Fe Co Cu Zn Mo 
T1 (7) - - - - - - - - - - - 
T2 (14) - - - - - - - - - - - 
T3 (21) - - - - - - - - - - - 
T4 (28) - - - - - - - - - - N3 vs N0, N1, N2 
T5 (42) N2 vs N0 - - - - - - - - - - 
T6 (56) - N3 vs N0, N1 - - - - - N3 vs N0, N1, N2 - - - 
T7 (87) N0 vs N2, N3 N3 vs N0, N1 - - - N0 vs N3 - N3 vs N0, N1, N2 - - - 
T8 (117) N1 vs N3, N2 N3 vs N0, N1 - 
N3 vs N0, N1 
N2 vs N0,N1 
N3 vs N0, N1 
N2 vs N0, N1 
N1 vs N3 
N2 vs  
N0, N1 
 - - - 
T9 (180) - - OUI N3 vs N0 - -  N3 vs N0, N1, N2 - - - 
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Tableau 8. Parc de la Yamaska, analyse de la variance (Two-Way-ANOVA, Tukey) des différents points du temps lors de la décomposition (7-
180ème jours) en utilisant un modèle linéaire général avec une valeur de P préalablement définie (P < 0,05, Sigma Plot, Systat Software Inc.). 
 
Temps (jours) Mg Al P Ti V Mn Fe Co Cu Zn Mo 
T1 (7) - - - - - - - - - - - 
T2 (14) - - - - - - - - - - - 
T3 (21) - - - - - - - - - - - 
T4 (28) - N2 vs N0, N1, N3 - N2 vs N0, N1, N3 - - - - - - - 
T5 (42) - - - N0 vs N1 - - - - - - - 
T6 (56) - - - - - - - -  - - 
T7 (87) - - - - - - - - - - - 
T8 (117) 
N0 vs N2 
N1 vs N3 
- - N2 vs N0, N1 - - - - - - - 
T9 (180) - - OUI -  - - - - - - 
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L'objectif principal de cette étude était d'évaluer le rôle de la disponibilité de l'azote sur le 
relargage d'éléments contrôlant la fixation biologique d'azote dans des litières de résineux. Parmi 
des éléments analysés, nous nous sommes plus intéressés au phosphore, au molybdène, au fer 
ainsi qu'au vanadium.  
 
 
4.5.2.1. Phosphore (P) 
 
Au parc du Bois Beckett, le phosphore a été relargué très rapidement pendant les sept premiers 
jours (environ 80% (Figure 44B)) et ensuite le relargage était moins rapide (environ 10%) jusqu'à 
la fin de l'expérience. Le relargage du phosphore et la perte de biomasse suivent des tendances 
très similaires, comme souligné dans la section précédente, et il n'y a pas d'effet de la 
concentration d'azote ajoutée (0, 3, 9, 15 kg.ha
-1
.an
-1
) sur ce relargage. La seule différence 
significative observée a été à la fin de décomposition (180 jours). 
 
 
 
Figure 44. Parc du Bois Beckett, (A) concentration (g élément/g litière) du phosphore dans les 
litières (résineux) lors de la décomposition en présence de différentes concentrations d'azote 
ajoutées. (B) Indice de perte du phosphore des litières (résineux) au sol lors de la décomposition 
en présence de différentes concentrations d'azote ajoutées. 
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Pour le parc de la Yamaska, aucun relargage significatif (7-180ème jours) du phosphore n'a été 
observé (sauf le dernier point du temps 180 jours (Figure 45B)). Le faible relargage du phosphore 
pourrait s'expliquer par la nature du sol riche en matière organique de ce parc (le phosphore 
biodisponible pour les microorganismes).  
 
 
 
Figure 45. Parc de la Yamaska, (A) concentration (g élément/g litière) du phosphore dans les 
litières (résineux) lors de la décomposition en présence de différentes concentrations d'azote 
ajoutées. (B) Indice de perte du phosphore des litières (résineux) au sol lors de la décomposition 
en présence de différentes concentrations d'azote ajoutées. 
 
 
4.5.2.2. Molybdène (Mo) 
 
Au parc du Bois Beckett, au 7ème jour, le relargage du molybdène était similaire (Figure 46B) 
pour toutes les concentrations d'azote ajoutées (0, 3, 9, 15 kg.ha
-1
.an
-1
, environ 50-60%). Au 
14ème jour moins de molybdène a été relargué pour la concentration plus élevée d'azote (N3, 15 
kg.ha
-1
.an
-1
). Cette tendance de relargage pourrait dépendre des concentrations d'azote ajoutées. 
Après le14ème jour, encore une fois, ce relargage ne dépendait plus de la concentration d'azote. 
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La variation des données était tellement élevée qu'aucune différence significative n'a été observée 
entre les concentrations d'azote ajoutées à l'exception du 28ème jour, N3 (15 kg.ha
-1
.an
-1
) versus 
N0 (contrôle), N1 (3 kg.ha
-1
.an
-1
) et N2 (9 kg.ha
-1
.an
-1
)). 
 
 
 
Figure 46. Parc du Bois Beckett, (A) concentration (g élément/g litière) de molybdène dans les 
litières (résineux) lors de la décomposition en présence de différentes concentrations d'azote 
ajoutées. (B) Indice de perte du molybdène des litières (résineux) au sol lors de la décomposition 
en présence de différentes concentrations d'azote ajoutées. 
 
 
Au parc de la Yamaska, le relargage du molybdène ne dépendait pas de la concentration d'azote. 
Aucune différence significative n'a été observée, néanmoins, nous avons observé une diminution 
de l'indice de perte du molybdène pour N3 (15 kg.ha
-1
.an
-1 
(Figure 47B)) par rapport aux autres 
concentrations d'azote ajoutées (0, 3, 9 kg.ha
-1
.an
-1
) jusqu'au 14ème jour. Cette tendance de 
relargage pourrait dépendre des concentrations d'azote ajoutées. 
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Figure 47. Parc de la Yamaska, (A) concentration (g élément/g litière) de molybdène dans les 
litières (résineux) lors de la décomposition en présence de différentes concentrations d'azote 
ajoutées. (B) Indice de perte du molybdène des litières (résineux) au sol lors de la décomposition 
en présence de différentes concentrations d'azote ajoutées.  
 
 
La quantité de nutriments (P et Mo) relarguée par les résineux au Bois Beckett était toujours plus 
élevée que celle des résineux de la Yamaska. Le relargage plus élevé du Bois Beckett est 
cohérent avec la limitation de la fixation d'azote non-symbiotique par le phosphore et le 
molybdène, ainsi que par la quantité initiale plus élevée du phosphore par rapport aux litières de 
la Yamaska.  
 
Le relargage moindre (P et Mo) au parc de la Yamaska peut éventuellement provenir de son sol 
organique et riche en nutriments biodisponibles pour les microorganismes ainsi que la quantité 
moins élevée des nutriments au départ. Ces résultats pourraient aussi confirmer que la fixation 
non-symbiotique d'azote au parc de la Yamaska n'est pas limitée par le phosphore ou le 
molybdène. 
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4.5.2.3. Fer (Fe) 
 
Au parc du Bois Beckett, les résultats étaient similaires à ceux de la section précédente, un 
enrichissement du fer dans les litières a été observé (Figure 48A et 48B). Aucune différence 
significative n'a été observée entre les concentrations d'azote ajoutées à l'exception du 117ème 
jour entre N2 (9 kg.ha
-1
.an
-1
) versus N0 (contrôle) et N1 (3 kg.ha
-1
.an
-1
)). 
 
 
Figure 48. Parc du Bois Beckett (A, B) et parc de la Yamaska (C, D). (A, C) Concentration (g 
élément/g litière) de fer dans les litières (résineux) lors de la décomposition en présence de 
différentes concentrations d'azote ajoutées. (B, D) Indice de perte du fer des litières (résineux) au 
sol lors de la décomposition en présence de différentes concentrations d'azote ajoutées. 
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Par contre au parc de la Yamaska, le fer a été relargué d'environ 30% pendant les sept premiers 
jours et ce relargage a été augmenté jusqu'au 80% à la fin de l'expérience (Figure 48C et 48D). 
Aucune différence significative n'a été observée pour différentes concentrations d'azote ajoutées 
(0, 3, 9, 15 kg.ha
-1
.an
-1
). 
 
 
4.5.2.4. Vanadium (V) 
 
Au parc du Bois Beckett, l'indice de perte a été négatif (Figure 49B), indiquant un gain de métal 
durant la décomposition. La seule différence significative a été observée pour le 117ème jour 
entre N2 (9 kg.ha
-1
.an
-1
) et N3 (15 kg.ha
-1
.an
-1
) versus N0 (contrôle) et N1 (3 kg.ha
-1
.an
-1
). Cette 
différence pourrait indiquer l'effet de la concentration d'azote ajoutée sur le relargage du 
vanadium. Moins de vanadium a été relargué pour des concentrations plus élevées d'azote 
ajoutées (N2, N3, 9, 15 kg.ha
-1
.an
-1 
respectivement).  
 
Contrairement au parc du Bois Beckett, au parc de la Yamaska, nous avons observé un relargage 
de vanadium au cours de la décomposition des litières (environ 40% au 7ème jours et 95% au 
180ème jours, (Figure 48C et 48D)). Aucune différence significative n'a été observée pour 
différentes concentrations d'azote ajoutées (0, 3, 9, 15 kg.ha
-1
.an
-1
). 
 
Les résultats du parc Bois Beckett (Fe, V) étaient en accord avec les résultats de la section 
précédente. Comme nous avons expliqué précédemment, l'enrichissement de vanadium et de fer 
dans les litières pourrait dépendre du dépôt atmosphérique sur les litières (section précédente). 
Cependant, dans le cas de notre expérience dans cette section (chambre de croissance), le dépôt 
atmosphérique était absent. Notre hypothèse est que ces enrichissements sont dus au contact des 
litières avec le sol. 
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Figure 49. Parc du Bois Beckett (A, B) et parc de la Yamaska (C, D). (A, C) Concentration (g 
élément/g litière) de vanadium dans les litières (résineux) lors de la décomposition en présence de 
différentes concentrations d'azote ajoutées. (B, D) Indice de perte du vanadium des litières 
(résineux) au sol lors de la décomposition en présence de différentes concentrations d'azote 
ajoutées. 
 
 
Les relargages du vanadium et du fer au parc de la Yamaska pourraient être expliqués par 
l'importance de ces deux métaux pour faire la fixation d'azote non-symbiotique (nitrogénase 
alternative). Cependant à cause du manque d'informations, nous ne pouvons pas confirmer cette 
hypothèse. À l'heure actuelle, toutes les études ont été faites sur la limitation de la fixation d'azote 
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par le molybdène et le phosphore. Avec nos résultats, nous pourrions suggérer de vérifier 
l'importance du vanadium et du fer dans le cas de limitation de la fixation d'azote non-
symbiotique par le molybdène.  
 
 
4.5.3. Conclusion  
 
Jean et al., en 2013 (33), ont démontré que la fixation non-symbiotique d'azote au parc de la 
Yamaska n'est pas limitée par le phosphore et/ou le molybdène, parce il n'y avait pas de 
changement significatif au niveau de la fixation de l'azote en ajoutant une solution de ces 
nutriments (P, Mo).  
 
La comparaison entre les deux sites de la forêt tempérée froide du sud du Québec (parc du Bois 
Beckett et parc de la Yamaska), a confirmé les résultats de cette précédente étude. 
 
Au parc de la Yamaska, l'absence de la limitation de la fixation d'azote par le phosphore et le 
molybdène pourrait dépendre du sol riche en nutriments biodisponibles pour les 
microorganismes. Cependant, au parc du Bois Beckett, le relargage plus élevé du phosphore et du 
molybdène, pourrait être un signe de la limitation des activités biologiques, par exemple dans le 
cadre de notre étude, la fixation d'azote non-symbiotique. Le relargage rapide du phosphore au 
début de la décomposition pourrait confirmer l'effet de la saisonnalité sur la limitation de la 
fixation d'azote par le phosphore, tandis que l'enrichissement du molybdène pourrait expliquer la 
limitation de la fixation d'azote par ce métal.  
 
Plusieurs études ont démontré l'effet de l'ajout d'azote sur la litière, cependant le sujet principal 
de ces études était de mesurer la quantité d'azote dans la litière. À notre connaissance, aucune 
étude n'a été faite sur l'effet de l'ajout d'azote sur le relargage des micronutriments et du 
phosphore de la litière de résineux. 
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Selon les résultats de cette étude, l'ajout d'azote n'a eu aucune influence significative ni sur le 
taux de décomposition de la litière de résineux ni sur le relargage du phosphore et du molybdène.  
 
Nous avons quelques suggestions pour les prochaines étapes de l'expérience : 
 
(i) Dans la littérature, il est bien documenté que dans le cas du rapport élevé de C/N des litières 
(résineux) le taux de décomposition est en corrélation avec la quantité d'azote ajouté. En ajoutant 
de l'azote, le taux de décomposition pourrait augmenter. Par contre, en raison de dépôts 
atmosphériques d'azote sur les feuilles, il serait possible d'avoir des litières déjà enrichies en 
azote. Dans ce cas, l'effet de l'azote ne serait pas marqué. Pour avoir cet effet sur la 
décomposition et le relargage, cette étude doit être effectuée avec des concentrations beaucoup 
plus élevées que les concentrations testées dans cette étude. Par contre, dans cette condition, la 
fixation d'azote serait éliminée. Pour cette raison, nous ne pouvons pas utiliser cette condition 
dans l'étude de la limitation de la fixation d'azote et l'effet de la biodisponibilité de l'azote sur le 
relargage des nutriments importants dans cette activité. Néanmoins, nous pouvons étudier l'effet 
de la biodisponibilité de l'azote sur le taux de décomposition. 
 
(ii) Nous avons récupéré nos litières au début de la saison de la chute des feuilles et le premier 
point du temps de décomposition était sept jours après l'incubation dans la chambre de 
croissance. Une autre alternative serait de couper les litières directement sur les arbres, pour 
observer exactement le début de la décomposition. Dans le cas de notre expérience, la date exacte 
au début de décomposition reste inconnue, il est possible que nous ayons manqué certaines 
observations (effet de l'azote, relargage des nutriments et taux de décomposition) entre le moment 
exact de la chute des feuilles et le début de notre échantillonnage. 
 
(iii) Nous avons utilisé une chambre de croissance pour cette étude, l'effet de dépôt 
atmosphérique des métaux (enrichissement) en comparant les résultats des deux sections est clair. 
Dans la chambre de croissance, nous pouvons contrôler les différents paramètres tels que la 
température, l'humidité, le dépôt atmosphérique, néanmoins, nous pouvons avoir quelques 
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inconvénients tels que la quantité limitée des sols (en bacs de croissance) et la diminution 
d'abondance de la communauté microbienne sur la surface des litières. Dans ce cas, l'indice de 
perte pourrait être moins élevé dans les microcosmes par rapport aux expériences in situ. 
 
(iv) Nous avons utilisé les sacs de litières placés sur le sol dans une chambre de croissance, une 
autre façon d'étudier la décomposition serait de placer les sacs de litières en hauteur (pas de 
contact direct avec le sol). Dans cette condition nous pourrions éliminer les deux sources de 
contamination des litières que sont le dépôt atmosphérique et le contact du sol. Par contre, il 
serait possible que dans cette condition l'abondance de la communauté microbienne change et 
donc que son influence soit amoindrie. Dans tous les cas, pour améliorer notre expérience, nous 
avons d'autres paramètres qui pourraient influencer le taux de décomposition et le relargage de 
nutriments.  
 
(v) La limitation de la fixation d'azote par le vanadium pourrait aussi être intéressante, cependant, 
le vanadium est toxique pour les microorganismes du sol. Donc, en faisant des ajouts de ce métal, 
il serait possible de perdre une grande variété de microorganismes nécessaires pour la 
décomposition. Pour effectuer cette expérience, l'étape critique serait d'ajuster les concentrations 
du vanadium à tester. 
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CHAPITRE 5. IMPORTANCE DES MÉTALLOPHORES POUR LA 
DYNAMIQUE DES MÉTAUX 
 
 
5.1. Résumé du chapitre 
 
La reconnaissance de l'importance écophysiologique des métabolites secrétés par les organismes 
dans le contrôle de l'acquisition et de l'utilisation des métaux a rapidement progressé au cours des 
dernières années. Il est connu depuis longtemps que de nombreux organismes produisent des 
ligands chélateurs du fer (sidérophores), pour influencer la spéciation extracellulaire de ce métal 
et ainsi accroître sa biodisponibilité. Cependant, ce n'est que récemment que le rôle de ces 
sidérophores dans l'acquisition d'autres métaux a été démontré. En effet, des travaux récents sur 
la bactérie fixatrice d'azote Azotobacter vinelandii ont démontré que les sidérophores peuvent 
avoir de multiples fonctions dans le contrôle de l'acquisition des métaux. Chez cette bactérie, les 
sidérophores permettent de contrôler l'acquisition du molybdène, du vanadium ainsi que de 
limiter la toxicité du tungstène. 
 
Les sidérophores sont ainsi de plus en plus considérés comme des métallophores, des ligands 
impliqués dans le contrôle de l'acquisition et de la toxicité de nombreux métaux. La majorité des 
organismes du sol produisent des sidérophores, potentiellement métallophores. Ainsi, les 
métallophores sont susceptibles de jouer un rôle important dans les cycles biogéochimiques des 
micronutriments à l'interface sol/organismes qui reste à être pleinement évalué. Notamment, le 
rôle des métallophores dans les interactions biologiques telles que la symbiose et la compétition 
reste très peu exploré. 
 
Dans ce dernier chapitre, nous nous sommes intéressés au rôle des ligands organiques sur 
l'acquisition de métaux, notamment les métaux cofacteurs de la nitrogénase. Nous nous sommes 
plus particulièrement attardés à (i) tenter d'identifier de nouveaux candidats au titre de 
sidérophores (potentiellement métallophores) chez des champignons saprophytes et 
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symbiotiques, et (ii) explorer le rôle des métallophores dans la gestion de la compétition pour les 
ressources soutenant la fixation d'azote chez des microorganismes fixateurs d'azote du sol. 
 
 
5.2. Introduction 
 
Le fer est un élément abondant, le quatrième élément constitutif de la couche terrestre (1). Le fer 
existe sous deux formes soit la forme oxydée (Fe
3+
, très faible concentration en milieu aqueux), 
soit la forme réduite (Fe
2+
). Ainsi, malgré son abondance dans la roche mère, c'est un élément très 
peu soluble (en milieu oxique) et donc peu biodisponible (57) pour les organismes vivants, car 
majoritairement présent sous forme d'oxyde ou d'hydroxyde ferrique (220). Par contre c'est un 
élément essentiel pour les activités biologiques (221), car il est impliqué dans des réactions 
essentielles, par exemple, il est le cofacteur de nombreuses enzymes.  
 
Ainsi, les organismes vivants du sol (plantes et microorganismes) doivent mettre en place des 
mécanismes afin de favoriser la biodisponibilité du fer dans le sol (58-60). Les stratégies 
déployées dépendent fortement de la forme sous laquelle le fer existe (ionique, complexe), ainsi 
que ses degrés d'oxydation. De nombreux microorganismes (bactéries et champignons) et 
certaines plantes produisent des composés acidifiants et chélatants du fer (Fe
3+
) appelés 
sidérophores (222-224) afin d'augmenter la solubilité du fer contenu dans les minéraux du sol 
(61), et ainsi assurer leurs besoins nutritifs. Le terme sidérophore a été énoncé la première fois 
par Lankford en 1973 (225). Ces ligands ne sont sécrétés qu'en condition de stress en fer (carence 
et toxique) par les (micro)organismes (226). Les sidérophores sont des molécules de faible poids 
moléculaires, entre 300 et 1300 Da, qui présentent une très forte affinité pour le fer (constante 
d'association en ordre de 10
30
 (227-228)). 
 
Après la production des sidérophores et la complexation du fer dans le milieu extérieur, le 
complexe retourne à la cellule de deux manières (Figure 50 (61)) : soit le complexe est transporté 
à travers la membrane grâce aux protéines membranaires (système « navette » A), soit le 
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complexe est dissocié à la surface de la membrane et seul le fer est transporté à l'intérieure de 
cellule grâce à d'autre système protéique (système « taxi » B). 
 
 
 
Figure 50. Mécanismes de transport du fer : A) système « navette », B) système « taxi ». 
 
 
Les sidérophores sont classés selon la fonction chimique impliquée dans la chélation du fer : 
phénol/catéchol (a), hydroxamate (b) et acide -hydroxycarboxylique (c) (Figure 51).  
 
 
 
Figure 51. Classification des sidérophores selon la fonction chimique. 
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Cette classification simple n'est pas applicable pour toutes les familles de sidérophores. La 
structure des sidérophores peut changer selon "la longueur de la liaison entre les fonctions 
chélatrices, par le nombre de fonctions chélatrices et par l'organisation tridimensionnelle de ces 
groupements" (61). Par exemple, la famille de pyoverdine (Figure 52), un sidérophore fluorescent 
(61), est un ligand avec un mélange de deux fonctions chimiques : catéchol et hydroxamate.  
 
 
 
Figure 52. Structure de la pyoverdine (61). 
 
 
Actuellement, trois familles de sidérophores ont été retrouvées chez les bactéries, alors que chez 
les champignons seule la famille de hydroxamate (229) a été identifiée. Selon les 
microorganismes étudiés dans nos projets de recherche, nous nous sommes intéressés aux 
groupes des sidérophores hydroxamate (chez les champignons) et catécholate (chez les bactéries). 
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5.2.1. Composition chimique et fonction des sidérophores 
 
5.2.1.1. Phénolates-catécholates 
 
Les sidérophores de la famille de phénolates-catécholates sont constitués de deux groupements 
hydroxyles sur un cycle de benzène (benzène-1,2-diol) ou plus simplement, cette famille est 
conjuguée de l'acide 2,3-dihydroxybenzoique (61). Comme nous l'avons mentionné 
précédemment, cette famille a été identifiée chez les bactéries. Par exemple, "l'entérobactine est 
un catéchol cyclique produit par Aerobacter aerogenes, Escherichia coli et différentes espèces de 
Salmonella" (61). Sa constante de stabilité pour le fer est en ordre de Ks = 10
49
 (230), ce qui est 
la plus forte constante de stabilité par rapport aux autres catéchols (230). 
 
Un même microorganisme peut produire une grande variété de sidérophores. Par exemple, 
Azotobacter vinelandii produit quatre sidérophores catéchols; la protochéline (Ks = 10
44
 (231)), 
l'azotochéline, l'aminochéline et l'acide 2,3 dihydroxybenzoique et un sidérophore de type 
pyoverdine (azotobactine). 
 
 
5.2.1.2. Hydroxamates 
 
La famille des hydroxamates est constituée d'une liaison azote-oxygène (61). Une sorte de liaison 
qui n'est pas commune entre les composés biologique, car la liaison de l'acide aminé constituée 
d'une liaison azote-hydrogène. La structure de ce ligand est basée sur "la présence d'un groupe 
hydroxylamine dans lequel un groupement N-OH est remplacé par un groupement N-H" (61). 
Cette famille de sidérophores peut être en forme de mono, di et des tri-hydroxamates. Les tri-
hydroxamates sont capables de former six liaisons avec un atome de fer (Fe
3+
) pour former un 
complexe stable (61). Les six liaisons dans une même molécule, peuvent attribuer une affinité 
 143 
 
plus forte pour le fer par rapport aux trois mono-hydroxamates séparément (deux liaisons par 
groupe d'hydroxamate (61)). 
 
Nous présentons dans cette section, différents exemples pour les sidérophores hydroxamates tels 
que :  
 Mono-hydroxamates (61), par exemple, les acides aspergilliques identifié chez différentes 
souches d'Aspergillus (232) avec une activité antibiotique connue. 
 Di-hydroxamates (61), par exemple, les mycobactines, identifié chez des mycobactéries, 
la schizokinène produite par Bacillus megaterium (233) et Anabaena spp. (234). 
 Les tri-hydroxamates (61) peuvent trouver sous forme cyclique comme la famille de 
ferrichrome ou bien sous forme linéaire comme la famille de ferrioxamine (Ks = 10
40
, 
(236)), produits par les bactéries et les champignons (61). Neilands en 1952 (235) a isolé 
pour la première fois, la ferrichrome chez un champignon, Usfilago sphaerogena. Ce 
composé forme un complexe stable avec une constante de stabilité en ordre de Ks = 10
29
. 
 
La production des sidérophores est nécessaire pour améliorer la croissance des êtres vivants ainsi 
que les protéger contre les pathogènes.  
 
 
5.3. Objectifs et problématiques du projet de recherche 
 
Actuellement, la famille des métallophores est essentiellement étudié sous deux aspects : (i) la 
production des métallophores par les microorganismes et (ii) l'utilisation des métallophores en 
tant qu'un facteur important de croissance ou, au contraire, en tant qu'un facteur d'inhibition de 
croissance. Donc, ils peuvent avoir des effets positifs ou négatifs sur la croissance des autres êtres 
vivants.  
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Bien que de nombreux métallophores aient été identifiés chez une grande variété d'organismes, 
leur rôle dans certains systèmes biologiques complexes, tels que la symbiose, restent sous 
exploré. En accord avec les objectifs des chapitres 3 et 4, nous nous sommes focalisés sur 
l'identification de nouveaux sidérophores (i) chez des organismes d'importance pour la 
décomposition de la litière et (ii) au sein de la symbiose mycorhizienne chez l'aulne. Nous avons 
également exploré (iii) le rôle des métallophores dans la compétition pour les métaux cofacteur 
de la nitrogénase. 
 
 
5.3.1. Identification de sidérophores chez les champignons saprophytes 
 
Comme vue dans le chapitre 4, la libération des nutriments durant la décomposition est très 
importante et influence de nombreux processus biologiques tels que la fixation d'azote. Les 
métallophores produits par les agents de décomposition (champignon) jouent sans doute un rôle 
important dans la mobilisation et la disponibilité des métaux qui reste à explorer.  
 
Nous avons testé et optimisé une nouvelle méthode d'identification de sidérophores par 
UPLC/MS sur un champignon modèle (Cladosporium cladosporioides). L'identification et la 
caractérisation des nouveaux sidérophores présentent une grande difficulté surtout pour les 
organismes avec un taux de croissance assez lent, tels que certains champignons 
ectomycorhiziens. L'optimisation de la méthode d'identification de sidérophores sur un 
champignon saprophyte (plus facilement manipulable), nous a permis de valider la méthode plus 
rapidement avant son application au champignon ectomycorhizien. 
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5.3.2. Identification de sidérophores chez les champignons ectomycorhiziens 
 
Comme vue dans le chapitre 3, la symbiose avec Frankia procure à l'aulne des avantages non 
négligeables. Cependant, à l'état naturel, l'aulne, comme beaucoup de plantes, forme également 
des symbioses avec des champignons qui ont une importance pour sa nutrition minérale. Les 
sidérophores (potentiellement métallophores) jouent sans doute un rôle important dans 
l'homéostasie des métaux au sein de la symbiose tripartite aulne, Frankia, champignon 
ectomycorhizien (ECM). Malheureusement les études sur l'importance potentielle des 
métallophores sur l'acquisition et l'utilisation des métaux au sein de la symbiose reste limitées dû 
fait de nos connaissances restreintes de la nature des sidérophores produits par certains 
partenaires, notamment les champignons ectomycorhiziens. 
 
Nous avons tenté d'identifier des sidérophores produits par un champignon ectomycorhizien 
connu pour former des symbioses actives avec l'aulne, Alpova diplophloeus. Étudier le 
mécanisme d'acquisition des métaux chez des champignons ectomycorhiziens, en présence et 
absence de symbiose, aidera à mieux comprendre le transfert de métaux vers la plante après la 
décomposition des litières. 
 
 
5.3.3. Rôle des métallophores dans la gestion de la compétition pour les métaux cofacteurs de la 
nitrogénase 
 
Pour être cohérent avec le quatrième chapitre et la limitation de la fixation non-symbiotique 
d'azote, nous avons décidé d'étudier la compétition entre les microorganismes fixateurs d'azote 
pour acquérir des nutriments basés sur la production des sidérophores (métallophores). 
 
 146 
 
La biodisponibilité des métaux est limitée dans les sols en raison de différents paramètres (par 
exemple la matière organique), donc la compétition entre les microorganismes (symbiotique et/ou 
non-symbiotique) pour l'acquisition de nutriments est sans doute très active. 
 
Avant de commencer à travailler avec des modèles complexes, tel que les microorganismes 
symbiotiques, nous avons décidé de choisir un modèle simple et bien documenté (bactérie 
fixatrice d'azote non-symbiotique) pour mieux comprendre la compétition.  
 
Ce chapitre est divisé en trois sections : 
 
La première section (5.3) présente le résultat de l'identification d'un nouveau sidérophore chez 
Cladosporium cladosporioides. Cette section a abouti un article scientifique. 
 
Suite à la validation et l'optimisation de la méthode pour identifier les sidérophores (première 
section), dans la deuxième section (5.4), nous avons étudié la production de sidérophores chez 
Alpova diplophloeus. 
 
Dans la troisième section (5.5), nous présentons le résultat de la compétition pour l'acquisition du 
molybdène et du vanadium entre deux bactéries fixatrices non-symbiotiques d'azote (A. 
vinelandii et A. chroococcum).  
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5.4. Identification d'un nouveau sidérophore chez le champignon saprophyte 
(Cladosporium cladosporioides) 
 
 
Cette section a abouti à la parution d'un article (Annexe 23) dans le journal Natural product 
communications. 
 
«Identification of the Hydroxamate Siderophore Ferricrocin in Cladosporium 
cladosporioide» Natural Product Communications, 9 (4) 2014. 
 
Nina Pourhassan, René Gagnon, Thomas Wichard, Jean-Philippe Bellenger (2014) 
 
Les manipulations biologiques ont été effectuées pendant deux mois (la croissance de 
champignon). L'analyse de nouveau ligand a été faite à Jena (Friedrich Schiller University, 
Allemagne) avec un appareil d'Acquity
TM 
UPLC/ESI-QTOF (LC : Waters, Milford, MA, USA, 
MS : Micromass, Manchester, UK). Ensuite, les analyses de masse exacte ont été réalisées à 
Sherbrooke sur un UPLC/ESI-QTOF (maXis 3 high resolution MS, Bruker, Germany, equipped 
with the Nexera LC, Shimadzu, Japan). L'article a été soumis en décembre 2013 et a été accepté 
en janvier 2014. 
 
 
5.4.1. Résumé 
 
Un sidérophore hydroxamate, la ferricrocine a été identifié dans le milieu de culture de 
Cladosporium cladosporioides par extraction en phase solide suivie d'une analyse par 
chromatographie liquide ultra performance couplée à un spectromètre de masse temps de vol 
(UHPLC/QTOF-MS). La desferricrocine et la ferricrocine ont été détectées dans le milieu 
extracellulaire par spectrométrie de masse. C'est la première identification d'un sidérophore 
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hydroxamate chez Cladosporium cladosporioides. Cette constatation souligne le rôle commun de 
la ferricrocine chez les champignons. 
 
Cette étude a également confirmé la validité de la méthode UHPLC/QTOF-MS pour 
l'identification de nouveaux sidérophores chez des espèces fongiques. 
 
Mots Clés : Cladosporium cladosporioides, Fer, Sidérophore, Ferricrocine, UHPLC/QTOF-MS 
 
 
5.4.2. Introduction 
 
La litière est une source essentielle de nutriments pour les organismes vivants du sol. Les 
champignons (saprophytes) jouent un rôle majeur dans l'équilibre forestier, en décomposant les 
matières organiques grâce à leurs enzymes. Après le relargage des nutriments dans le sol suite à 
la décomposition, encore une fois les champignons (symbiotiques) jouent un rôle important pour 
l'acquisition et le transfert (dynamique des métaux) des nutriments aux organismes supérieurs. 
 
La quantité de métaux présente dans le sol pourrait avoir divers effets sur les activités des 
(micro)organismes. Les métaux sont essentiels (en faible quantité) pour la croissance des êtres 
vivants, cependant, leurs effets toxiques (en concentration élevée) sur la croissance, le 
développement et la reproduction des organismes vivants sont aussi bien documentés, pour cette 
raison l'homéostasie des métaux chez les organismes est importante. 
 
Une forte corrélation existe entre l'efficacité des microorganismes pour l'acquisition des métaux 
et la biodisponibilité des métaux. Les champignons sont connus pour produire des sidérophores 
dans les conditions limitantes des micronutriments pour les rendre biodisponibles. Pour mieux 
comprendre la dynamique des métaux, il est évident que l'identification de la nature des 
sidérophores est nécessaire. 
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Cladosporium cladosporioides est l'une des moisissures les plus communes que ce soit en milieu 
extérieur ou à l'intérieur des habitations. Ce champignon est donc pertinent pour l'environnement 
et, bénéfice non négligeable, il est facile à cultiver en laboratoire. C'est un champignon 
saprophyte vivant sur les résidus organiques dans les sols (105). Il peut être pathogène pour 
diverses plantes comme le blé (237). Bien qu'il ne soit pas connu pour être pathogène pour 
l'Homme, il peut cependant provoquer des réactions allergiques (238).  
 
C. cladosporioides produit une variété de métabolites dont des calphostines (inhibiteurs de 
protéine kinase (239-240)), et des composés chélateurs du fer (sidérophores) comme décrit par 
Daghino (106) en utilisant la méthode de chrome azurole S (122).  
 
Diverses propriétés de biosorption de métaux ont également été démontrées chez C. 
cladosporioides. Le processus de biosorption est une interaction physico-chimique entre les 
groupements chargés de surface de microorganismes et des ions en solution, par exemple, la 
biosorption de l'or à partir de solutions (241). Ce processus est une méthode à faible coût et une 
option facile au niveau technique pour récupérer les métaux (Al, Cu, Cr, Fe, Ni, Pb et Zn) de 
déchets aqueux (242). 
 
Cependant, les ligands chélateurs produits et finalement secrétés dans l'environnement par ce 
champignon sont encore mal caractérisés, ainsi que leurs fonctions exactes sur l'homéostasie 
métallique. Par conséquent, le but de cette étude était d'identifier le ou les ligands complexants du 
fer dans le milieu de croissance de C. cladosporioides. 
 
 
5.4.3. Résultats et discussions 
 
Toutes les méthodes de cette section sont déjà présentées dans le chapitre 2 (méthodes et 
matériels (2.3.1.2). C. cladosporium a été cultivé avec différentes concentrations de fer dans un 
milieu de culture Melin-Nokrans (MNM (114) section 2.4.3 du chapitre de méthode). Après 
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l'extraction en phase solide (détails dans la section 2.5.5 du chapitre de méthode (243)) du 
surnageant du milieu de culture, la production de ligand a été étudiée par UHPLC/Q/TOF-MS. 
 
Les pics correspondant à un sidérophore potentiel ont été identifiés par comparaison des 
chromatogrammes obtenus pour des extraits provenant de surnageants de milieux de cultures 
contenant différentes concentrations en fer (3x10
-5
, 1,5x10
-6
, 6x10
-7 
M et inférieur à 6x10
-7
 M 
(Figure 53)). Les pics répondant à la carence en fer sont indiqués par une * sur la Figure 53B. 
 
Afin de déterminer si ce composé produit en réponse à une carence en fer (potentiel sidérophore) 
complexe effectivement le fer, nous avons étudié le profil isotopique de la molécule. Un 
chélateur du fer contenant le 
56
Fe doit être accompagné par le signal isotopique de 
54
Fe avec une 
différence correspondant à m/z = -1,9953, avec un écart relatif de masse maximum de 5 ppm par 
rapport à la masse calculée du signal de 
54
Fe dans le même spectre (244). De plus, l'intensité 
relative de pic (sur le spectre de masse) contenant de 
54
Fe doit être d'environ 5% par rapport au 
pic contenant de 
56
Fe (244). 
 
Tous les pics obtenus par UHPLC/Q/TOF-MS ont été vérifiés manuellement et les différences de 
masse/intensité entre des signaux isotopiques de 
56
Fe et 
54
Fe ont été mesurées (Figure 53B). 
Parmi tous ces pics, deux composés sont particulièrement intéressants : le premier composé (1) 
avec un temps de rétention de 1,30 min et le deuxième composé (2) à 1,38 min.  
 
Le spectre de masse du composé (2) a montré une différence de masse exacte de m/z = -1,996 
entre les deux isotopes du fer, proche de la valeur théorique de m/z = -1,9953, indiquant la 
présence d'un complexe de fer. En outre, lorsque le citrate ferrique a été ajouté au milieu de 
culture (Figure 53A), le composé (1) a disparu. La disparition de ce composé confirme sa 
dépendance à la concentration du fer. Ce composé présente donc les caractéristiques d'un 
sidérophore :  
 production en condition de carence en fer 
 complexation avec le fer 
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Figure 53. Chromatogrammes obtenus par UHPLC/Q/TOF-MS. (A) Champignons cultivés en 
condition optimale de croissance à [Fe] = 3x10
-5
 M et (B) champignons cultivés sous faible 
concentration de fer [Fe] < 6x10
-7
 M. Les composés d'intérêts sont marqués par des étoiles. 
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Après ces étapes, la masse exacte de ce candidat a été obtenue à l'aide d'un spectromètre de masse 
(maXis 3 high resolution MS, Bruker, Germany, equipped with the Nexera LC, Shimadzu, 
Japan). Cette masse a été comparée à celle de divers sidérophores connus chez les espèces les 
plus proches à C. cladosporium.  
 
La masse exacte déterminée de m/z = 771,2462 ([M + H]
+
 = C28H45N9O13Fe) a été observée 
pour le sidérophore hydroxamate ferricrocine (la masse théorique: 771,2481 Da, Δm = 1,9 ppm) 
pour la première fois par Keller-Schierlein en 1963 (245) dans un extrait d'Aspergillaceae. 
 
Dans le spectre de masse du composé (2) un pic d'ion moléculaire à m/z = 771  
[M - 3H + Fe + H]
+
 et son adduit de sodium à m/z = 793, mesurés en mode positif (Figure 54B), 
ont été observés. En outre, dans le spectre de masse du composé (1) la masse d'ion moléculaire de 
m/z = 718 [M + H]
+
 correspondant au ligand libre de la desferricrocine [M + H]
+
 et de son adduit 
de sodium à m/z = 740 (Figure 54A) a été aussi observée. 
 
Parfois à cause de l'acidité des phases mobiles en mode positif, les complexes (ligand + métal) 
peuvent se dissocier, ce qui pourrait expliquer l'absence de détection d'un complexe avec le fer. 
Pour cette raison, nous avons également analysé nos échantillons en mode négatif de la 
spectrométrie de masse pour valider une méthode assez vaste pour les différentes conditions. 
 
Le pH de l'éluant a été ajusté à 7 avec de l'acétate d'ammonium (246). Avec ce changement, le 
composé (1) a été élué à 1,43 min (m/z = 716 [M - H]
-
) et le complexe de fer, le composé (2), a 
été élué à 1,53 min (m/z = 769 [M + 3H - Fe - H]
-
).  
 
Dans un troisième temps, nous avons confirmé l'identité du sidérophore par co-injections (Figure 
55) d'un standard commercial de la desferricrocine (acheté au laboratoire du Pr. Winkelmann 
EMC-Microcollection GmbH, Tübingen, Germany) et de l'extrait du milieu de culture de C. 
cladosporioides. 
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Figure 54. Spectres de masse (m/z = 600 - 800) des composés identifiés (1) et (2) obtenus par 
ESI/MS en mode positif. (A) Pic de m/z = 718 correspondant au ligand libre et (B) de m/z = 771 
correspondant au complexe avec le fer [M - 3H + Fe + H]
+
. Dans les deux spectres des adduits de 
sodium ont été aussi observés. 
 154 
 
 
 
Figure 55. Chromatogrammes obtenus par UHPLC/Q/TOF-MS. (A) Champignons cultivés sous 
faible concentration de fer, R1 = 1,30 min, R2 = 1,39 min, (B) standard de desferricrocine,  
R1 = 1,32 min, (C) co-injection de l'échantillon et du standard, R1 = 1,31 min, R2 = 1,40 min. 
 
 
5.4.4. Conclusion et perspective du projet de recherche 
 
À notre connaissance, c'est la première fois qu'un sidérophore hydroxamate (ferricrocine) a été 
trouvé dans le milieu culture de C. cladosporioides. La ferricrocine est un sidérophore commun 
chez les champignons ascomycètes, y compris Aspergillus fumigatus et Neurospora (229).  
 
Il est également connu comme un sidérophore intracellulaire impliqué dans le stockage du fer 
chez d'autres champignons saprophytes du genre Aspergillus (247). La ferricrocine a également 
été identifiée chez les champignons ectomycorhiziens tels que Cenococcum geophilum (115).  
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Cette étude montre que la ferricrocine est sans doute très répandue chez les champignons du sol. 
Suite à cette validation de la méthode de détection des sidérophores, les prochains projets de 
recherche pourront aborder les questions portant sur les fonctions écophysiologiques de la 
ferricrocine sur l'acquisition de fer et d'autres métaux notamment dans les situations de 
compétitions entre champignons mycorhiziens, impliqués en symbiose avec les plantes 
supérieures, et les champignons saprophytes de la litière. 
 
Finalement, cette étude a démontré la validité de la méthode pour l'identification de sidérophores 
chez des espèces fongiques. 
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5.5. Recherche de nouveaux sidérophores chez les champignons ectomycorhiziens 
pertinents pour la symbiose actinorizienne (Alpova diplophloeus) 
 
 
5.5.1. Introduction 
 
La plupart des plantes de la planète sont impliquées dans des symbioses avec des champignons 
mycorhiziens dont l'importance pour la nutrition minérale de la plante n'est plus à démontrer. Il 
existe divers groupes de champignons mycoriziens : endomycorhiziens et ectomycorhiziens. La 
différence entre ces deux groupes de champignons est la caractéristique de leur symbiose. Dans 
le cas de la symbiose endomycorhizienne, les hyphes du champignon pénètrent dans les cellules 
de la racine de la plante, par contre dans le cas de la symbiose ectomycorhizienne, ils forment 
une couche à la surface de la racine ou entre les cellules de la racine. 
 
Ici nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux champignons ectomycorhiziens 
impliqués dans des symbioses avec l'aulne.  
 
Trois éléments structuraux caractéristiques des symbioses ectomycorhiziennes (248) sont : 
 le manteau fongique qui consiste en une couche autour des racines de la plante. 
 les hyphes qui vont établir un lien entre le manteau et la rhizosphère. 
 les filaments mycéliens qui forment un lien entre le manteau et les cellules racinaires. 
 
Ce réseau pourrait permettre aux champignons d'établir un réseau entre le sol et la plante. Ce 
réseaux permet également un échange bidirectionnel entre les deux partenaires. 
 
Les champignons ectomycorhiziens sont connus pour apporter de multiples bénéfices à leurs 
hôtes (i) protection du système racinaire contre les attaques par des agents pathogènes, (ii) 
augmentation de la tolérance des arbres à la sécheresse, aux températures élevées, aux toxines, 
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aux métaux lourds (249-250) et à des pH extrêmes du sol (251). De plus, ces champignons 
peuvent aider leurs hôtes pour l'acquisition des nutriments (P et métaux). 
 
En général, des champignons ectomycorhiziens forment les symbioses avec toutes les plantes à 
une exception dans le cas d'Alpova diplophloeus (250). Ce champignon ne forme une symbiose 
qu'avec l'aulne, tandis que l'aulne soit capable d'établir une symbiose avec d'autres espèces 
fongiques (252). C'est pour cette raison que nous avons continué notre projet avec Alpova 
diplophloeus.  
 
Comme mentionné dans le chapitre 3, l'aulne est la principale plante supérieure fixatrice d'azote 
en milieu boréal et joue un rôle important pour la revégétalisation de sites contaminés. Mieux 
comprendre le rôle des symbioses ectomycorhiziennes dans la nutrition minérale (métaux) de la 
plante est d'un intérêt écologique (par exemple : amélioration du sol) et économique (par 
exemple : industrie du bois) de premier plan. 
 
Le ligand produit par les champignons ectomycorhiziens pourrait avoir un rôle majeur dans la 
nutrition des plantes, mais également dans leur tolérance aux métaux lourds qui restent peu 
explorés. Ceci traduit le manque d'informations sur la nature des sidérophores produits par les 
champignons ectomycorhiziens tel qu'Alpova diplophloeus.  
 
La sécrétion de molécules organiques chélatrices qui permettent d'immobiliser les ions dans le 
sol est déjà documentée pour cette famille de champignon. Dans la littérature il a été démontré 
qu'un certain nombre de champignons mycorhiziens peuvent produire les sidérophores 
hydroxamates (253), telles que les ferrichromes, la ferricrocine. Cependant ces études restent 
limitées à un petit nombre de champignons ecto/endomycorhiziens (115, 254) et à notre 
connaissance aucune étude n'a été effectuée chez Alpova diplophloeus.  
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5.5.2. Résultat et discussion 
 
Toutes les méthodes de cette section sont déjà présentées dans le chapitre 2 (méthodes et 
matériels (2.3.1.2). Alpova diplophloeus a été cultivé avec deux concentrations de fer (suffisant 
3x10
-5 
M et limitante < 6x10
-7
 M) dans le milieu de culture Melin-Nokrans (détails dans la 
section 2.4.3 du chapitre de méthode (114)). La croissance de ce champignon était lente (4-5 
mois, temps de croissance du champignon). Toutes les expériences ont été réalisées en triplicata 
et répétées 2 fois. 
 
Après l'extraction du surnagent du milieu de culture en phase solide (détails dans la section 2.5.5 
du chapitre de méthode), la production de ligands a été étudiée par l'analyse de ces extraits par 
UHPLC/Q/TOF-MS (maXis 3 high resolution MS, Bruker, Germany, equipped with the Nexera 
LC, Shimadzu, Japan). 
 
Les pics de chromatogramme des molécules d'intérêt ont été identifiés par comparaison des 
chromatogrammes des surnageants provenant des milieux de cultures contenant deux 
concentrations en fer : fer limitant et fer suffisant. 
 
Un pic a été identifié répondant à la carence en fer (Figure 56(B)); l'intensité du pic était environ 
10 fois supérieure dans les conditions limitantes comparées aux conditions suffisantes (Figure 
56(A)) en fer dans le milieu de culture (Intensité de 2,5x10
5 
versus 10
4
). 
 
La production des sidérophores étant généralement stimulée par la carence en fer, ce pic a été 
sélectionné comme un sidérophore potentiel. 
 
La complexation du fer par ce composé a été évaluée de manière plus approfondie via l'analyse 
du profil isotopique de fer. Aucune complexation n'a pas pu être observée. 
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Figure 56. Chromatogrammes obtenus par UHPLC/Q/TOF-MS. (A) Champignons cultivés en 
concentration normale de fer (3x10
-5 
M), R = 1,4 min, (B) champignons cultivés sous faible 
concentration de fer (< 6x10
-7
 M), R = 1,4 min, (C) standard de N6-succinyl adénosine R = 1,4 
min. Zoom : spectres de masse (m/z = 381 - 388) de composé identifié obtenu par ESI/MS en 
mode positif. 
 
 
Deux hypothèses permettent d'expliquer ces résultats, soit le complexe est instable dans la 
colonne d'UPLC et/ou en mode positif de la spectrométrie de masse, soit la concentration en fer 
n'était pas assez importante pour permettre l'observation de complexe. 
 
Nous avons répété l'analyse en mode négatif de la spectrométrie de masse et avec les phases 
mobiles à pH 7 (détails dans la section 2.5.5 du chapitre de méthode). Le profil isotopique de fer 
n'a toujours pas été observé. 
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Ainsi, il semble que la production du candidat répond bien à la carence en fer, mais la 
complexation du fer n'a pas pu être observée. Cependant la corrélation avec la concentration de 
fer était évidente, donc, nous avons décidé de poursuivre plus l'étude de ce composé.  
 
Nous avons continué l'étude de cette molécule en tentant d'identifier et de caractériser sa 
structure. L'analyse de la masse exacte a été faite par UPLC/MS (maXis 3 high resolution MS, 
Bruker, Germany, equipped with the Nexera LC, Shimadzu, Japan). La masse exacte était de  
m/z = 384,1179 ([M + H]
+
) en mode positif.  
 
Nous avons comparé la masse de cette molécule avec des sidérophores connus produits par la 
famille des champignons ectomycorhiziens. Nous n'avons pas été en mesure d'identifier un 
composé correspondant à la masse exacte de cette molécule. En revanche, une recherche plus 
large a permis d'identifier une molécule dont la masse moléculaire correspond à notre candidat.  
 
Le N6-succinyl adénosine (Figure 57), avec une masse exacte (théorique) de m/z = 384,1149 
(masse expérimentale de 384.1176, Δm = 0.3 ppm). 
 
 
 
Figure 57. Structure du N6-succinyl adénosine. 
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Ce composé a été identifié sous trois différents noms dans la littérature : 
 N-(9-b-D-Ribofuranosyl-9H-purin-6-yl)-L-aspartic acid 
 6-(1,2-Dicarboxyethylamino)-9-b-D-ribofuranosylpurine 
 (S)-N-(1,2-Dicarboxyethyl) adenosine 
 
Bien que cette molécule n'ait jamais été rapportée comme sidérophore dans la littérature, de 
nombreuses molécules contenant des groupements acides aspartique sont connues pour leur 
propriété chélatrice (Figure 58). Ce sont les sidérophores dont le nom se termine par -bactine.  
 
Notre candidat, s'il s'avère bien être le N6-succinyl adénosine, présente donc un potentiel de 
sidérophore même si la complexation n'a pas été détectée par la masse dans nos expériences. 
 
 
 
Figure 58. Structure de l'acide aspartique. 
 
 
Afin de confirmer l'identité de la molécule, nous avons étudié ce composé par MS/MS pour 
analyser les fragments. Cette approche a été déjà utilisée pour le N6-succinyl adénosine et les 
fragmentations (MS
6
) sont disponibles dans la littérature (255). Cette analyse a été faite par un 
appareil de trappe ionique (LTQ-XL
TM 
linear ion trap, Thermo Scientific
TM
) au laboratoire du Pr. 
Segura, département de chimie, l'université de Sherbrooke. 
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Les fragmentations obtenues pour notre candidat sont identiques aux fragments publiés dans la 
littérature pour le N6-succinyl adénosine. Les fragments sont présentés dans le tableau ci-
dessous : 
 
Tableau 9. Fragments (MS
6
) du N6-succinyl adénosine. Dans ce tableau juste une série des 
valeurs a été présentée, parce que les valeurs théoriques (255) et expérimentales (notre analyse) 
étaient identiques. 
 
MS1 MS 2 MS 3 MS 4 MS 5 MS 6 
384 (MH
+
) 252 (BH
+
) 234 (BH
+
-H2O) 
216 (234-H2O) 
206 (234-CO) 
192 (234-CH2CO) 
148 (192-CO2) 
137 (119+H2O) 
121 (148-HCN) 
119 (148-CH2NH) 
94 (148-CH2NCN) 
 
 
Note : Dans le tableau (MH
+
) représente la masse du pic moléculaire du composé et (BH
+
) 
représente la masse du composé avec une perte du groupement ribose (132 u). 
 
 
Nous sommes ainsi confiants que la molécule identifiée comme répondant à la carence en fer est 
bien le N6-succinyl adénosine. 
 
Afin d'éliminer tout doute, nous avons acheté un standard de N6-succinyl adénosine 
(Carbosynth, UK) afin de valider l'identité de la molécule (Figure 56(C)). 
 
Les expériences avec le standard (temps de rétention par UPLC/MS, masse exacte  
(m/z = 384,1177, Δm = 0,1 ppm) et fragmentation par MS/MS) ont confirmé que la molécule 
dont la production répondait à une carence en fer était bien le N6-succinyl adénosine. 
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Afin d'évaluer si cette molécule est bien capable de complexer le fer, ainsi que d'autres métaux, 
nous avons préparé des mélanges du composé standard avec du fer (FeCl3.EDTA et FeCl3) et du 
molybdène (Na2MoO4) avec les stoechiométries 1:1 et 1:3. L'analyse des mélanges a été faite par 
LC/MS en mode positif, 12, 24, 36, 48 h après de leur préparation. Aucune complexation de fer 
ou Mo n'a été observée. La répétition des analyses en mode négatif a abouti aux mêmes 
conclusions. 
 
Ainsi, bien que le N6-succinyl adénosine soit produit en condition limitante en fer par Alpova 
diplophloeus, il ne semble pas être directement impliqué dans l'acquisition du fer en tant que 
sidérophore. Nous avons donc tenté de déterminer quel pourrait être l'origine de la surproduction 
de cette molécule en condition de carence en fer. 
 
La réponse physiologique des organismes vivants à divers stress (par exemple maladies, carence, 
toxicité) peut se manifester par la production de divers métabolites. Le N6-succinyl adénosine a 
été étudié chez des personnes souffrantes d'anomalies de synthèse de la purine (256). Les purines 
(257) sont des composants de l'ADN (acide désoxyribonucléique) et de l'ARN (acide 
ribonucléique), elles se retrouvent également dans des biomolécules importantes, telles que 
l'ATP (adénosine triphosphate), le NADH (nicotinamide adénine dinucléotide hydrogène). La 
molécule d'ATP est particulièrement importante, car elle est une source d'énergie pour les 
cellules vivantes et le cofacteur de nombreuses enzymes.  
 
Le N6-succinyl adénosine est important pour la synthèse du fumarate (acide fumarique), un 
composé impliqué dans le cycle de l'acide citrique (cycle de Krebs). 
 
L'acide citrique (Figure 59) est utilisé comme sidérophore par divers microorganismes. Ainsi la 
surproduction de N6-succinyl adénosine en condition de carence en fer pourrait refléter sa 
participation dans la production d'acide citrique pour l'acquisition de fer. Cependant, à ce stade 
toutes autres études sur l'origine et le rôle de cette surproduction du N6-succinyl adénosine en 
condition de carence en fer nécessiteront plus de recherche. 
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Figure 59. Structure de l'acide citrique. 
 
 
5.5.3. Conclusion et perspective du projet  
 
La production de N6-succinyl adénosine en réponse à une carence en fer a été caractérisée chez 
un champignon ectomycorhizien (Alpova diplophloeus). 
 
Notre étude démontre que ce composé n'est pas capable de complexer le fer. Son implication 
directe en tant que sidérophore est donc très improbable. Cependant, ce composé est un 
précurseur à la production de l'acide citrique, utilisé par de nombreux microorganismes comme 
sidérophore de faible affinité. 
 
La surproduction du N6-succinyl adénosine en condition de carence en fer pourrait ainsi refléter 
une suractivation des voies métaboliques menant à la production du citrate. 
 
Cette hypothèse sera validée par des études subséquentes. 
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5.6. Rôle des métallophores dans la compétition pour l'acquisition des métaux cofacteurs 
de la nitrogénase (Azotobacter vinelandii / Azotobacter chroococcum) 
 
 
5.6.1. Introduction 
 
La fixation d'azote est la conversion biologique du N2 diazoté atmosphérique en ammonium 
biodisponible pour les organismes vivants. Cette réaction est catalysée par l'enzyme nitrogénase. 
La limitation de la fixation non-symbiotique d'azote par le molybdène, métal cofacteur de la 
nitrogénase, a été démontrée dans divers écosystèmes (29, 32-33). Ceci résulte de la faible 
biodisponibilité du molybdène dans les sols. Le molybdène est très peu abondant dans la croûte 
terrestre. Bien qu'il soit présent sous forme de molybdate (MoO4
2-
) très soluble (258), sa 
disponibilité est fortement réduite du fait de sa forte affinité pour des composés phénoliques et 
oxydes du sol (37). 
 
Des études ont démontré que les microorganismes fixateurs d'azote utilisent des métallophores 
afin d'accroître la biodisponibilité du molybdène. Les métallophores catéchols ont été décrits 
comme des ligands particulièrement efficaces pour l'acquisition du molybdène piégé dans divers 
complexes naturels (64, 243). Ainsi, les métallophores catéchols jouent probablement un rôle 
important dans la capacité des organismes à acquérir et utiliser cette ressource (65).  
 
Ces molécules pourraient être particulièrement importantes dans un contexte de compétition pour 
une ressource limitante telle que le molybdène. Une compétition est une situation dans laquelle 
les microorganismes sont limités au niveau d'une source importante pour la croissance. Par 
exemple, en réponse aux conditions limitantes en métaux, une compétition pour ces éléments 
s'installe entre les microorganismes. Dans un contexte de limitation en molybdène, telle que 
rapportée dans de nombreux écosystèmes, les métallophores catéchols procurent 
vraisemblablement un avantage compétitif aux organismes qui les possèdent. 
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Trois isoformes de la nitrogénase ont été identifiées, la Mo-, V- et Fe-nitrogénase (259). La Mo-
nitrogénase, la forme la plus efficace de la nitrogénase, a longtemps été considérée comme la 
principale (la seule), responsable de la fixation d'azote en milieu naturel. Cependant, des études 
récentes démontrent que les nitrogénases alternatives (V-nitrogénase et Fe-nitrogénase) 
pourraient contribuer de manière plus significative à la fixation d'azote que précédemment décrit. 
Bien que le rôle des nitrogénases alternatives reste largement incompris en milieu naturel, la 
diversité des nitrogénases pourrait jouer un rôle important en condition de compétition. Lors 
d'une situation de compétition pour le molybdène (Mo-nitrogénases), la possibilité d'utiliser un 
autre métal (par exemple : vanadium) pourrait être une stratégie. Ceci est d'autant plus pertinent 
considérant que le vanadium est en moyenne 50 à 200 fois plus abondant que le molybdène dans 
la croûte continentale. Le rôle de la diversité des nitrogénases dans la gestion de la compétition 
en condition limitante en molybdène n'a jamais été exploré. 
 
 
5.6.2. Objectifs et hypothèses du projet de recherche 
 
Le but de ce projet était d'évaluer le rôle potentiel des métallophores catéchols et de la diversité 
des nitrogénases dans la gestion de la compétition en condition limitante en molybdène. 
 
Nous avons sélectionné deux souches d'Azotobacter (A. vinelandii et A. chroococcum), bactéries 
non-symbiotiques fixatrices d'azote ubiquistes des sols. Ces deux microorganismes possèdent les 
nitrogénases au molybdène et vanadium, A. vinelandii possède également une troisième 
nitrogénase (Fe-nitrogénase). 
 
A. vinelandii et A. chroococcum présentent des taux de croissance et des besoins métaboliques en 
métaux pour les nitrogénases très proches (118), cependant ils possèdent des différences 
significatives. A. vinelandii est connue pour produire quatre métallophores catéchols (37, 64) 
alors que A. chroococcum n'est connue que pour produire des sidérophores de type 
hydroxamates.  
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Notre connaissance des sidérophores produits par A. chroococcum est bien plus limitée que pour 
A. vinelandii. En effet, les sidérophores d'A. chroococcum ont été identifiés par méthodes 
colorimétriques (260-261), mais leur structure exacte reste inconnue. A. vinelandii est également 
connue pour pouvoir accumuler le molybdène bien au-delà de ses besoins métaboliques via un 
système de stockage spécifique alors que (262-263), A. chroococcum en est incapable. 
 
A. vinelandii et A. chroococcum représentent de très bons modèles pour l'étude de l'acquisition 
des métaux en condition de compétition (condition limitante en molybdène). 
 
Nos hypothèses de travail étaient que (i) la production de métallophores pourrait être affectée par 
la présence d'un compétiteur, et (ii) les types de nitrogénases utilisés par les organismes en 
compétition pourrait également être affectés.  
 
À priori, en condition de compétition, A. vinelandii qui possède des métallophores catéchols et 
un système de stockage efficace pourrait accroître l'acquisition et le stockage de molybdène en 
réponse à la présence du compétiteur. À l'inverse, A. chroococcum qui ne possède pas de 
sidérophores catéchols (non-caractérisés) ni de système de stockage du molybdène serait moins 
compétitive qu'A. vinelandii pour l'acquisition de molybdène. En condition de compétition avec 
A. vinelandii, A. chroococcum pourrait ainsi se retrancher sur les voies alternatives de la fixation 
d'azote (V-nitrogénase) afin de maintenir sa croissance. 
 
Étant donné que la fixation non-symbiotique d'azote est active dans la couche de litière, très riche 
en matière organique, et que la matière organique influence de manière significative la 
disponibilité du molybdène (et vraisemblablement du vanadium (37)), nous avons évalué l'effet 
de la compétition en présence d'acide tannique (composé polyphénol, comme une source de la 
matière organique dans le sol).  
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5.6.3. Résultats  
 
Note importante : Les résultats des expériences présentés ici sont peu concluants. En effet, 
comme nous le détaillerons ci-dessous, très peu de différences en termes de croissance, 
d'accumulation de métaux et de production de métallophores ont été observées en situation de 
compétition. Ceci s'explique vraisemblablement par le fait que nous avons détecté un 
sidérophore catéchol (la protochéline) chez A. chroococcum. 
 
La présence d'un métallophore catéchol (protochéline) chez A. chroococcum est très 
problématique car elle invalide en grande partie la pertinence du couple A. vinelandii et A. 
chroococcum pour l'étude du rôle de métallophores catéchols dans la compétition. Celle-ci 
invalide également une grande partie des hypothèses de travail utilisées pour l'établissement du 
protocole expérimental. 
 
Ainsi les résultats les plus significatifs correspondent à l'impact de la présence d'acide tannique 
sur l'acquisition et l'utilisation des métaux pour chaque espèce prise séparément. Cet aspect du 
projet fait partie intégrante du projet de doctorat de ma collègue Christelle Jouogo Noumsi et va 
faire l'objet d'une publication scientifique, dont je suis co-auteur. Nous invitons, les lecteurs 
intéressés par cet aspect spécifique à consulter le manuscrit en Annexe 24. 
 
5.6.3.1. Résumé du protocole expérimental : 
 
Toutes les méthodes de cette section sont déjà présentées dans le chapitre 2 (méthodes et 
matériels (2.3.2.2-2.3.2.3). Les bactéries A. vinelandii OP et A. chroococcum B3 ont été 
inoculées dans un milieu de culture Fraquil modifié (section 2.4.4 du chapitre de méthode) dans 
des cellules de co-culture en présence de concentrations équimolaires de molybdène et vanadium 
ou en présence d'un excès de vanadium par rapport au molybdène plus représentatif des 
conditions naturelles : 
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1) [Mo] = [V] = 10-7 M -/+ acide tannique 10-4 M 
Contrôle OP/OP 
Contrôle B3/B3 
Compétition OP/B3 
 
2) [Mo] = [V] = 10-8 M + acide tannique 10-4 M 
Compétition OP/B3  
 
3) [Mo] = 5x10-8 M et [V] = 2x10-7 M -/+ acide tannique 10-4 M 
Compétition OP/B3 Compétition OP/B3  
 
En raison du nombre limité des cellules de co-culture à notre disposition, chaque concentration a 
été testée en duplicatas. 
 
Les résultats obtenus avec A. vinelandii OP et A. chroococcum B3 dans les trois conditions 
(mentionnées précédemment) étaient comparables pour les taux de croissance et les quotas 
métalliques cellulaires. La production de métallophores a été analysée juste dans la condition 
équimolaire de [Mo] = [V] = 10
-7
 M -/+ acide tannique 10
-4
 M. 
 
Pour plus de clarté, nous avons présenté seulement les résultats obtenus avec la première 
concentration ([Mo] = [V] = 10
-7
 M -/+ acide tannique 10
-4
 M). L'ensemble des données 
obtenues avec les deux autres concentrations est disponible en Annexes (15-21).  
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5.6.3.2. Croissance bactérienne ([Mo] = [V] = 10-7 M -/+ acide tannique 10-4 M) 
 
5.6.3.2.1. Condition contrôle  
 
En absence de compétiteur (contrôle) et d'acide tannique, les taux de croissance en phase 
exponentielle étaient toujours moins élevés (Tableau 9) chez les deux bactéries par rapport aux 
autres conditions (en présence d'acide tannique et de compétiteur). 
 
En absence de compétiteur (contrôle) et en présence d'acide tannique, les taux de croissance 
étaient légèrement plus élevés par rapport à la condition contrôle (absence d'acide tannique). 
Nous avons observé un retard (d'environ 6 h) du début de la phase exponentielle des cultures en 
présence d'acide tannique par rapport aux contrôles (absence d'acide tannique) chez les deux 
bactéries (Figure 60A et 60C). 
 
 
5.6.3.2.2. Condition compétition 
 
Dans les cas de compétition, les taux de croissance des bactéries ont également été affectés par la 
présence d'acide tannique (légèrement plus élevés (Tableau 9)). Par contre, le retard dans le 
début de la phase exponentielle en présence d'acide tannique n'a plus été observé (Figure 60B et 
60D).  
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Tableau 10. Taux de croissance des bactéries (h
-1
) (A. vinelandii OP et A. chroococcum B3) 
cultivées en condition [Mo] = [V] = 10
-7
 M. 
 
 
 
Figure 60. Courbes de croissance des bactéries en log10 pendant 80 h à 620 nm, (A) A. vinelandii 
OP : condition contrôle en absence et présence d'acide tannique, (B) A. vinelandii OP : condition 
compétition en absence et présence d'acide tannique, (C) A. chroococcum B3 : condition contrôle 
en absence et présence d'acide tannique, (D) A. chroococcum B3 : condition compétition en 
absence et présence d'acide tannique. 
Condition  Taux de croissance   Condition  Taux de croissance  
Contrôle OP 0,103 ± 0,001  Contrôle B3 0,107 ± 0,002 
Contrôle OP + TA 0,111 ± 0,001  Contrôle B3 + TA 0,110 ± 0,001 
Compétition OP 0,117 ± 0,0007  Compétition B3 0,112 ± 0,002 
Compétition OP + TA 0,116 ± 0,002  Compétition B3 + TA 0,117 ± 0,001 
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5.6.3.2.3. Quotas métalliques cellulaires 
 
Pour étudier l'effet spécifique de l'acide tannique et de la compétition entre les deux bactéries sur 
l'acquisition de métaux, nous avons suivi l'évolution des métaux intracellulaires (quotas) lors de 
la croissance. 
 
Note 1 : La Figure en Annexe 15, présente les quotas cellulaires du fer, du molybdène et du 
vanadium pour les bactéries lors de la croissance complète (80 h). Au début de la croissance 
(avant 13 h), les quotas cellulaires du molybdène et du vanadium étaient très élevés, 
probablement dû au transport passif des métaux. Ce transport n'est pas contrôlé par la bactérie, 
donc, cette zone (avant 13 h) dans l'étude de l'homéostasie est peu importante comparée aux 
phases exponentielles de croissance (après 13 h). À la fin de la phase exponentielle de croissance 
(après 40 h, phase stationnaire), en raison de la présence des cellules mortes, le comportement 
des bactéries n'est pas fiable pour l'étude de l'homéostasie. Pour raison de clarté, nous présentons 
dans les Figures 61, 62 et 63, les mêmes résultats de quotas cellulaires pour les trois métaux, cette 
fois entre 13 et 40 heures (DO620nm = 0,1-1,3) de croissance. 
 
Note 2 : Afin d'identifier les différences significatives entre les conditions au cours de la 
croissance, nous avons réalisé une analyse de la variance (Two-Way-ANOVA, Tukey) en 
utilisant un modèle linéaire général avec une valeur de P préalablement définie (P < 0,05, Sigma 
Plot, Systat Software Inc.). Pour avoir une meilleure visibilité sur les graphiques (Annexe 15), 
nous n'avons représenté que les différences significatives (exprimées par des lettres), tandis que 
l'absence de lettre signifie qu'il n'y a aucune différence significative entre les différents points de 
temps et/ou les différentes conditions de culture. 
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5.6.3.2.3.1. Quotas cellulaires du fer (QFe)  
 
Aucune variation significative dans les QFe n'a été observée en fonction des traitements (+/- TA et 
+/- compétiteur) quelques soient les concentrations en Mo et V testées ([Mo] = [V] = 10
-7
 M, 
[Mo] = [V] = 10
-8
 M, [Mo] = 5x10
-8
 M et [V] = 2x10
-7 
M).  
 
Les QFe étaient constants tout au long de la phase exponentielle de croissance (Figure 61A et 
61B) et étaient compris dans la zone optimum de QFe requis pour les taux de croissance 
correspondants (( = (31±16) x QFe - 0,2), l'équation est valable pour A. vinelandii (118)).  
 
Note : dans cet équation :  = log DO620 nm et Q = quantité de métaux intracellulaires. 
 
Les seules différences significatives observées étaient en condition de compétition et en début de 
croissance (Annexe 15A et 15B).  
 
 
 
Figure 61. Quotas cellulaires de fer (entre 13-40 h, DO620nm = 0,1-1,3) au cours de la croissance, 
(A) Fe, A. vinelandii OP : en absence et présence de compétiteur et d'acide tannique. (B) Fe, A. 
chroococcum B3 : en absence et présence de compétiteur et d'acide tannique. Les lignes grises 
délimitent la zone optimum de QFe. 
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5.6.3.2.3.2. Quotas cellulaires du molybdène (QMo)  
 
Au contraire des quotas cellulaires du fer, les quotas cellulaires du molybdène ont 
considérablement évolué au cours de la croissance dans toutes les conditions ([Mo] = [V] =  
10
-7
 M, [Mo] = [V] = 10
-8
 M, [Mo] = 5x10
-8
 M et [V] = 2x10
-7 
M). Ces quotas étaient plus élevés 
dans toutes les cultures au début de la croissance, puis, ils ont diminué (Figure 62A et 62B) avec 
une forte corrélation avec la division cellulaire jusqu'à environ 20 h (DO620nm = 0,6 (Annexe 15C, 
15D)) et enfin se sont stabilisés. La stabilisation dans les quotas est probablement due à un 
transport actif du molybdène menant à des quotas compris dans la région optimale de QMo ((= 
(607±188) x QMo), l'équation est valable pour A. vinelandii (118)). Aucune différence 
significative n'a été observée après 20 h (DO620nm = 0,6 (Annexe 15C et 15D)) en présence et 
absence d'acide tannique et de compétiteur. Les différences significatives observées en présence 
de compétiteur (avant 20 h, DO620nm = 0,6) sont dans la région correspondant probablement au 
transport passif. 
 
 
 
Figure 62. Quotas cellulaires de molybdène (entre 13-40 h, DO620nm = 0,1-1,3) au cours de la 
croissance, (A) Mo, A. vinelandii OP : en absence et présence de compétiteur et d'acide tannique. 
(B) Mo, A. chroococcum B3 : en absence et présence de compétiteur et d'acide tannique. Les 
lignes grises délimitent la zone optimum de QMo. 
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5.6.3.2.3.3. Quotas cellulaires de vanadium (QV)  
 
Comme nous avons observé pour les quotas cellulaires du molybdène, les quotas cellulaires de 
vanadium dans toutes les conditions (Mo = V = 10
-7
 M, Mo = V = 10
-8
 M, Mo = 5x10
-8
 M et  
V = 2x10
-7 
M) étaient plus élevés au début de la croissance (jusqu'à environ 20 h, DO620nm = 0,6) 
et ensuite ils ont diminué (Annexe 15E et 15F). Les différences significatives observées en début 
de croissance (avant 20 h, DO620nm = 0,6) en absence et présence de compétiteur et d'acide 
tannique correspondraient au transport passif de vanadium (Annexe 15E et 15F). 
 
Dans les conditions contrôle (absence compétiteur), les quotas cellulaires ont été affectés par la 
présence d'acide tannique et nous avons observé une tendance d'augmentation des QV chez les 
deux bactéries (Figure 63A et 63B). Par contre, en présence de compétiteur et d'acide tannique, 
seulement, chez A. chroococcum une augmentation significative des QV (entre 20-40 h,  
DO620nm = 0,6 -1,3) a été observée (Figure 63B). 
 
 
 
Figure 63. Quotas cellulaires de vanadium (entre 13-40 h, DO620nm = 0,1-1,3) au cours de la 
croissance, (A) V, A. vinelandii OP : en absence et présence de compétiteur et d'acide tannique. 
(B) V, A. chroococcum B3 : en absence et présence de compétiteur et d'acide tannique. Les lignes 
grises délimitent la zone optimum de QV. 
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Les QV, chez les deux bactéries étaient moins élevés que la zone optimum de QV ((= (521±94) x 
QV, l'équation est valable pour A. vinelandii (118)), à l'exception de la condition compétition en 
présence d'acide tannique chez A. vinelandii et en présence d'acide tannique et de compétiteur 
chez A. chroococcum. 
 
 
5.6.3.2.4. Production des métallophores 
 
La production des métallophores a été évaluée lors de la croissance. La Figure 64 ne présente que 
les données de la phase exponentielle de croissance. Malheureusement, avant nos analyses, aucun 
métallophore n'avait été caractérisé pour A. chroococcum, ce qui rendait leur quantification par la 
spectrométrie de masse impossible. Nous avons ainsi limité la quantification de la production de 
métallophores aux métallophores catéchol d'A. vinelandii. 
 
La production de protochéline d'A. vinelandii OP dans quatre conditions en duplicatas et la 
production d'azotochéline juste pour un réplicat ont été étudiées.  
 
Nous nous sommes plus concentrés sur la production de protochéline (nous ne présentons que ces 
données) grâce à sa basse limite de détection par UPLC/MS. (LOD de protochéline : 10
-8
 M et 
LOD d'azotochéline : 5x10
-7
M). 
 
Production de protochéline : la concentration de protochéline augmente de plus en plus jusqu'à 
39 h DO620nm = 0,1-1,3 (Figure 64)). Dans les conditions contrôle (sans compétiteur, en présence 
et en absence d'acide tannique) une différence significative a été observée entre la présence et 
l'absence d'acide tannique, avec une concentration plus élevée de protochéline en présence 
d'acide tannique vers la fin de la phase exponentielle (39 h, DO620nm = 1,3). Par contre de manière 
générale en présence de compétiteur (en absence d'acide tannique), aucune différence 
significative n'a été observée.  
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Figure 64. Production de protochéline par A. vinelandii OP pendant 40 h (DO620nm = 0,1-1,3) 
dans quatre conditions (contrôle et compétition, en absence et présence d'acide tannique). Les 
mêmes lettres indiquent qu'il n'y a pas de différence significative entre les traitements (Two-Way 
ANOVA, Tukey, P < 0,05). 
 
 
5.6.4. Discussion 
 
5.6.4.1. Effet de la présence d'acide tannique 
 
Les conclusions sur l'effet de la présence d'acide tannique sur l'acquisition et l'utilisation des 
métaux par A. vinelandii (condition contrôle, sans présence de compétiteur) sont détaillées dans 
le manuscrit de Jouogo Noumsi et al., (Annexe 24).  
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En résumé, nos données montrent que dans la condition contrôle (en absence de compétiteur), la 
présence d'acide tannique a un effet significatif sur la croissance des deux bactéries (retard du 
début de phase exponentielle de croissance). Notre hypothèse était qu'en présence de l'acide 
tannique, le molybdène et le vanadium sont complexés, donc leur biodisponibilité est fortement 
réduite.  
 
Cette condition limitante pour l'acquisition de métal est illustrée par une augmentation de la 
production de métallophores, jusqu'à l'obtention de quotas cellulaires en métaux (Fe, Mo, V) 
quasiment optimaux. La capacité des bactéries à acquérir les métaux nécessaires pour la 
nitrogénase dépend donc, probablement de l'efficacité de la production de métallophores. 
 
 
5.6.4.2. Effet de la présence de compétiteur 
 
Comme mentionné plus haut, la découverte d'un métallophore catéchol chez A. chroococcum 
invalide notre modèle expérimental visant à tester le bénéfice des métallophores catéchol et de la 
présence de systèmes alternatifs de nitrogénase pour la gestion des métaux dans un contexte de 
compétition. Cependant, c'est la première fois que la présence de protochéline a été observée chez 
A. chroococcum.  
 
À l'heure actuelle nous avons plusieurs hypothèses pour expliquer la production de ce ligand : 
(i) la contamination des cultures est une possibilité. Cependant, nous avons répété ces 
expériences plusieurs fois dans des cellules de co-culture mais aussi dans des flasques de culture 
en présence et en absence de compétiteur respectivement, et à chaque fois la production de ce 
ligand a été confirmée par UPLC/MS.  
 
Nous avons débuté nos expériences avec une souche d'A. chroococcum fraîchement acquise de 
l'ATCC (Cedarlane). Les contaminations de souche provenant de banques commerciales sont 
rares, cependant pas impossibles. Il est ainsi possible que la souche d'A. chroococcum ait été 
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contaminée par A. vinelandii, qui sont des espèces très semblables. Afin de confirmer cette 
hypothèse, l'achat d'une autre souche d'A. chroococcum chez un autre fournisseur ou une analyse 
génétique sera nécessaire.  
 
(ii) Il était également possible d'avoir de la contamination de ce ligand dans la colonne de UPLC. 
Pourtant, après, de nombreux cycle de lavages, la présence de ce ligand dans les surnageants d'A. 
chroococcum a été toujours observée. 
 
(iii) L'hypothèse la plus probable est qu'A. chroococcum produit effectivement la protochéline. La 
production de catéchol par A. chroococcum a été démontrée dans une étude de Shivprasad et 
Page en 1989 (264) mais uniquement en condition de carence en fer. Par contre, la production 
d'hydroxamates a été confirmée en présence de fer soluble. Dans le cadre de notre expérience, le 
fer est présent en grande quantité (5x10
-6
 M) et est fourni sous la forme d'un complexe avec 
l'EDTA. Le fer est donc fourni en quantité importante et biodisponible. Sous de telles conditions, 
la production de catéchol par A. chroococcum devrait être à priori absente, ce qui était requis 
pour établir la compétition entre A. vinelandii et A. chroococcum. 
 
Autres observations de l'expérience : 
 l'absence du retard au début de la phase exponentielle de croissance en présence de 
compétiteur et d'acide tannique, contrairement à ce qui a été observé sans compétiteur en 
présence d'acide tannique pour A. vinelandii dans le manuscrit de Jouogo Noumsi et al., 
(article en Annexe 24). 
 l'augmentation des quotas cellulaires de vanadium chez A. chroococcum entre 20 et 40 
heures (zone importante pour l'homéostasie) en présence d'acide tannique et de 
compétiteur. 
 
Les taux de croissance étaient plus élevés en présence d'acide tannique et de compétiteur chez les 
deux bactéries. Ce qui pourrait expliquer que les deux bactéries ont rattrapé leur retard de 
croissance en présence de compétiteur. 
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Deux hypothèses peuvent expliquer cette observation : 
(i) étant donné que les quotas cellulaires de vanadium ont été plus élevés en présence d'acide 
tannique et encore plus élevés en présence d'acide tannique et de compétiteur chez A. 
chroococcum, l'augmentation du taux de croissance pour cette bactérie était possible. Cette 
augmentation serait une conséquence des différentes isoformes de la nitrogénase chez les deux 
bactéries. En effet, A. vinelandii possède trois nitrogénases (Fe, Mo, V), et un système de 
stockage de molybdène, par contre A. chroococcum possède deux nitrogénases (Mo, V), pour la 
fixation d'azote et pas de système de stockage de molybdène connu. En raison d'un manque du 
système du stockage connu de vanadium chez les deux bactéries, A. chroococcum (et A. 
vinelandii) aurait utilisé sa voie alternative (V-nitrogénase) afin d'assurer sa croissance et 
rattraper le retard de phase exponentielle. 
 
(ii) En présence de compétiteur, la bactérie peut adapter son métabolisme pour réussir la 
compétition. Selon nos analyses de production de protochéline, A. vinelandii a commencé à 
produire plus de protochéline au bout de 7 h (DO620nm = 0,1) de croissance (non significatif) en 
présence de compétiteur (en absence d'acide tannique) comparé à la condition de contrôle où 
cette production n'est marquée qu'à partir de 13 h (DO620nm = 0,2). L'absence du retard au début 
de la croissance (même en présence d'acide tannique) peut s'expliquer par : la production de 
protochéline par A. chroococcum et/ou par A. vinelandii. La circulation de ligands étant possible 
entre les deux côtés d'une cellule de co-culture, la protochéline serait donc utilisable par les deux 
microorganismes pour l'acquisition des métaux, peu importe lequel l'a produite.  
 
 
5.6.5. Conclusion et perspective du projet de recherche 
 
Nous avons étudié l'effet de la présence d'acide tannique et la compétition entre deux bactéries 
fixatrices d'azote, A. chroococcum et A. vinelandii. 
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Cette étude a clarifié à quel point la complexation des métaux par des composés tannins (acide 
tannique) peut influencer l'activité des microorganismes. Nous avons observé un retard du début 
de la phase exponentielle de croissance en présence d'acide tannique (en absence de compétiteur) 
qui serait une cause de la surproduction des métallophores. Les bactéries dans les conditions 
contrôle (sans compétiteur) ont accès aux sources biodisponibles du molybdène et du vanadium 
par contre les bactéries dans les cultures contenant de l'acide tannique semblent devoir investir 
dans la production de métallophores pour acquérir ces métaux essentiels. 
 
Tous ces résultats nous ont permis de conclure qu'en présence d'acide tannique, l'homéostasie des 
métaux n'est pas la même qu'en condition contrôle (absence d'acide tannique); par contre l'effet 
de la compétition n'était pas assez évident à une exception près, des quotas plus élevés de 
vanadium chez A. chroococcum en présence de compétiteur et d'acide tannique par rapport à A. 
vinelandii. 
 
Nous proposons deux hypothèses, (i) la concentration des métaux n'était pas assez basse pour 
forcer la compétition, en plus des réserves intracellulaires de métaux au temps de l'inoculation, 
(ii) la production du même métallophore (protochéline) par les deux compétiteurs pour 
l'acquisition des métaux.  
 
Les perspectives de ce projet seront (i) de continuer la vérification de la production de 
protochéline par A. chroococcum, (ii) d'établir la compétition dans des conditions où A. 
chroococcum ne peut produire que des hydroxamates et cette fois la constante d'association de 
métallophores-métaux jouera au niveau de l'acquisition des métaux, (iii) de mieux comprendre la 
conséquence de l'augmentation du vanadium chez A. chroococcum en suivant l'expression des 
gènes de la nitrogénase au vanadium au cours de la croissance. 
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CONCLUSION 
 
 
L'objectif principal de cette thèse était de mieux comprendre la dynamique des nutriments 
essentiels à la fixation biologique de l'azote à l'interface sol/organismes. Nous nous sommes 
particulièrement intéressés à l'importance du phosphore et du molybdène dans la symbiose 
(aulne+Frankia) et le mutualisme fixateurs d'azote (bactérie fixatrice non-symbiotique présente 
dans la couche des litières) en forêt tempérée froide et boréale. 
 
Dans un premier temps, nous avons étudié l'homéostasie des nutriments (surtout P et métaux) 
chez l'aulne, principale plante fixatrice d'azote en forêt boréale. Nous avons confirmé que la 
symbiose actinorhizienne (avec Frankia) joue un rôle primordial dans l'homéostasie des 
nutriments chez l'aulne; la symbiose est le principal facteur influençant la distribution des 
nutriments essentiels, tel que le molybdène, dans la plante. Ceci influence de manière 
significative le cycle de ces éléments à l'échelle de la forêt; transfert vers les parties aériennes 
puis les litières où la fixation non-symbiotique est très active.  
 
Nous avons surtout démontré le rôle prépondérant que la symbiose joue dans la réponse de 
l'aulne au changement climatique simulé par une augmentation de la concentration en CO2. Nos 
données montrent que l'aulne ne répond positivement à la concentration élevée de CO2 qu'en 
présence de son symbiote. Ceci confirme les observations faites par d'autres études sur le rôle 
majeur de la disponibilité en azote sur la réponse de la production primaire aux changements 
climatiques. 
 
Nos résultats suggèrent également que l'aulne pourrait être significativement avantagé, par 
rapport aux autres plantes, par les changements climatiques en cours. À quel point les 
changements climatiques influenceront la distribution et le rôle écologique de l'aulne en forêt 
boréal reste à être déterminé pleinement. 
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Dans un second temps, nous avons étudié la dynamique des nutriments essentiels à la fixation 
d'azote lors de la décomposition des litières en forêt tempérée froide. 
 
Des études antérieures du laboratoire, ont mis en évidence la limitation de la fixation non-
symbiotique d'azote par le molybdène et le phosphore ainsi que le caractère saisonnier de cette 
limitation. Le rôle de la nature du couvert végétal avait également été soulevé. 
 
Dans notre étude, nous avons démontré que la dynamique de la limitation en molybdène et en 
phosphore est très fortement dépendante de la qualité des litières mais surtout de la dynamique de 
relargage des nutriments (P et Mo) lors de la décomposition. Ainsi, la limitation en phosphore est 
plus probable en début de saison où la faible activité de décomposition et la forte compétition 
limite l'accès au phosphore. En milieu et fin de saison les processus de décomposition ont libéré 
plus de phosphore. 
 
Enfin dans un dernier temps, nous nous somme intéressés au rôle des métallophores sur la 
dynamique des métaux au sein des systèmes biologiques complexes. Ceci est une tâche de très 
longue haleine dont les travaux présentés ici constituent les premières pierres. 
 
Le rôle important des métallophores dans la dynamique des métaux cofacteurs de la nitrogénase a 
été démontré chez des fixateurs non-symbiotiques mais jamais a été étudié dans des symbioses 
fixatrices d'azote. Pourtant les symbioses mycorhiziennes (avec champignon) sont connues pour 
leur importance dans l'alimentation minérale de la plupart des plantes. L'implication des 
métallophores dans des telles symbioses est plus que probable.  
 
Une des premières étapes dans l'étude des métallophores au sein de la symbiose est 
l'identification de nouveau métallophores. Ainsi, nous avons optimisé une méthode 
d'identification de nouveaux métallophores chez les microorganismes. Grâce à cette méthode, 
deux composés ont été identifiés. Le premier composé était un sidérophore hydroxamate trouvé 
chez un champignon saprophyte. Le deuxième composé n'était pas directement un sidérophore, 
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cependant, c'était une molécule importante dans le cycle de l'acide citrique chez un champignon 
ectomycorhizien. L'acide citrique est connu comme les sidérophores pour l'acquisition des 
métaux chez cette famille de champignon. Cette méthode permettra l'identification et l'étude de 
nouveaux métallophores dans des systèmes d'intérêt, notamment la symbiose aulne-
ectomycorhize. 
 
Dans la nature les microorganismes sont souvent en compétition pour l'acquisition de nutriments 
essentiels. Les métallophores jouent sans doute un rôle important dans la gestion de la 
compétition. Nos études ont démontré que la production de métallophores par Azotobacter est 
fortement influencée par la présence d'acide tannique, agent complexant naturel réduisant la 
biodisponibilité du molybdène. Ceci suggère que les organismes possédant des métallophores 
pourraient être plus compétitifs en milieu naturel que les organismes n'en possédant pas. Bien que 
nous n'ayons pas réussi à étudier l'effet direct de la présence d'un compétiteur sur la production 
des métallophores et la gestion des micronutriments, nos résultats démontrent l'importance des 
métallophores en milieu naturel et invitent à poursuivre les travaux sur le rôle des métallophores 
dans la gestion de la compétition pour les micronutriments.  
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ANNEXES  
 
Annexes du 3ème chapitre. 
 
 
 
Annexe 1. Biomasse des plantes (A. crispa) cultivées en absence (-F) et en présence (+F) de 
Frankia, sous faible concentration d'azote exogène (-N, 5 ppm) et haute concentration d'azote 
exogène (+N, 45 ppm), à concentration ambiante de CO2 (-CO2, 400 ppm) et à concentration 
élevée de CO2 (+CO2, 1000 ppm). Les mêmes lettres indiquent qu'il n'y a pas de différence 
significative entre les traitements (Two-Way ANOVA, Tukey, P < 0,05). 
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Annexe 2. Distribution de la biomasse (exprimée en pourcentage de la biomasse totale, A. crispa) 
aux nodules (rose), racines (violet), tiges (orange) et feuilles (vert). Plante cultivée en absence  
(-F) et en présence (+F) de Frankia, sous faible concentration d'azote exogène (-N, 5 ppm) et 
haute concentration d'azote exogène (+N, 45 ppm), à concentration ambiante de CO2 (-CO2, 400 
ppm) et à concentration élevée de CO2 (+CO2, 1000 ppm). Les mêmes lettres indiquent qu'il n'y a 
pas de différence significative entre les traitements (Two-Way ANOVA, Tukey, P < 0,05). 
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Annexe 3. Taux de fixation de N2 (C2H4 nmol/min/g) chez A. crispa normalisé à la biomasse des 
nodules.  
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Annexe 4. (A) Résultats de l'APC pour tous les traitements, n = 1-8 réplicats biologiques d'A. 
crispa, le pourcentage de la variance expliqué par PC1 et PC2 est indiqué sur les axes, (B) 
Résultats de la CAP (analyse discriminante) pour l'ensemble de données en présence de Frankia 
divisé en quatre groupes (tissus de plantes) avec deux axes (canonique 1 et 2) montrant les 
différences entre les groupes, (C) Ccorrélation de plusieurs éléments (variables) avec les deux 
axes de CAP (canonique 1 et 2, graphique B). 
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Annexe 5. Concentration des éléments dans les tissus (A. rugosa, Masse metal/Masse plant g/g). Les mêmes lettres indiquent qu'il n'y a pas de différence 
significative entre les traitements (Two-Way ANOVA, Tukey, P < 0,05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
400 ppm  
CO2 
 
 
 
 
5 ppm 
N 
 
 
-Frankia 
 n 27Al 47Ti 51V 59Co 65Cu 66Zn 56Fe 
Nodules -- -- -- -- -- -- -- -- 
Racines 2
 
5.88E-03
b 
1.52E-04
b 
1.22E-05
b 
1.14E-05
a 
9.84E-05
a 
5.78E-05
a 
9.84E-03
b
 
Tiges 1
 
4.11E-05
a 
5.24E-07
b 
2.05E-07
b 
9.78E-07
b 
1.13E-05
a 
4.01E-05
a 
1.75E-04
b
 
Feuilles 1
 
1.35E-04
c 
1.42E-06
a 
2.40E-07
a 
1.84E-06
b 
1.69E-05
a 
3.07E-05
a 
2.43E-04
a
 
 
 
+Frankia 
Nodules 8
 
1.23E-03
a 
3.22E-05
a 
4.23E-07
a 
1.96E-05
a 
4.04E-05
a 
4.05E-05
a 
7.77E-04
a
 
Racines 8
 
2.26E-03
b 
8.86E-05
b 
2.62E-06
c 
1.59E-05
a 
1.50E-04
a 
6.81E-05
c 
3.39E-03
c
 
Tiges 7
 
4.40E-05
a 
4.72E-07
b 
4.85E-08
c 
2.41E-06
a 
7.81E-06
b 
1.75E-05
a 
1.38E-04
c
 
Feuilles 8
 
5.53E-04
b 
8.07E-07
b 
8.65E-08
b 
4.76E-06
a 
1.09E-05
b 
2.48E-05
a 
2.86E-04
a
 
 
 
 
45 ppm 
N 
 
-Frankia 
Nodules -- -- -- -- -- -- -- -- 
Racines 8
 
5.18E-03
b 
1.96E-04
b 
1.10E-05
b 
1.51E-05
a 
1.50E-04
a 
5.90E-05
a 
8.55E-03
b
 
Tiges 1
 
3.74E-05
a 
3.03E-07
b 
1.55E-07
b 
9.12E-07
b 
9.80E-06
a 
2.74E-05
b 
1.69E-04
b
 
Feuilles 4
 
1.07E-04
c 
3.20E-06
a 
1.49E-07
a 
1.66E-06
b 
1.07E-05
a 
1.99E-05
a 
2.47E-04
a
 
 
 
+Frankia 
Nodules 7
 
6.01E-04
b 
1.36E-05
a 
3.05E-07
a 
1.32E-05
b 
2.97E-05
a 
3.34E-05
a 
5.62E-04
a
 
Racines 7
 
2.31E-03
b 
9.36E-05
b 
2.89E-06
c 
2.60E-05
a 
1.71E-04
a 
6.21E-05
a 
3.50E-03
c
 
Tiges 7
 
4.64E-05
a 
5.91E-07
b 
6.72E-08
c 
1.84E-06
a 
6.70E-06
b 
1.40E-05
c 
1.14E-04
c
 
Feuilles 7
 
3.94E-04
b 
1.20E-06
b 
4.85E-08
b 
3.66E-06
a 
9.35E-06
b 
2.24E-05
a 
2.03E-04
a
 
 
 
 
 
 
 
 
1000 ppm 
CO2 
 
 
 
5 ppm 
N 
 
 
 
-Frankia 
Nodules -- -- -- -- -- -- -- -- 
Racines 6
 
8.89E-03
a 
3.73E-04
a 
1.86E-05
a 
1.79E-05
a 
1.24E-04
a 
6.36E-05
a 
1.47E-02
a
 
Tiges 1
 
2.15E-04
a 
1.41E-06
a 
4.44E-07
a 
1.35E-06
b 
1.04E-05
a 
3.60E-05
a 
3.81E-04
a
 
Feuilles 2
 
1.72E-04
c 
3.09E-06
a 
2.71E-07
a 
1.92E-06
b 
1.27E-05
a 
2.50E-05
a 
2.87E-04
a
 
 
 
+Frankia 
Nodules 8
 
1.22E-03
a 
8.11E-06
a 
4.29E-07
a 
2.15E-05
a 
2.88E-05
a 
3.57E-05
a 
6.66E-04
a
 
Racines 7
 
2.21E-03
b 
7.63E-05
b 
2.06E-06
c 
2.29E-05
a 
1.65E-04
a 
1.02E-04
c 
2.92E-03
c
 
Tiges 8
 
7.36E-05
b 
4.75E-07
b 
4.82E-08
c 
3.66E-06
a 
7.55E-06
b 
1.71E-05
a 
1.29E-04
c
 
Feuilles 8
 
1.12E-03
a 
5.94E-07
b 
9.77E-08
b 
6.43E-06
a 
8.72E-06
b 
2.43E-05
a 
4.32E-04
a
 
 
 
 
45 ppm 
N 
 
-Frankia 
Nodules -- -- -- -- -- -- -- -- 
Racines 7
 
6.39E-03
b 
2.68E-04
b 
1.36E-05
b 
1.40E-05
a 
1.48E-04
a 
5.32E-05
a 
1.04E-02
b
 
Tiges 1
 
3.87E-05
a 
1.86E-06
a 
1.32E-07
b 
7.83E-07
b 
9.16E-06
a 
1.75E-05
b 
1.56E-04
b
 
Feuilles 4
 
1.23E-04
c 
3.90E-06
a 
1.95E-07
a 
1.06E-06
b 
1.03E-05
a 
1.57E-05
a 
3.80E-04
a
 
 
 
+Frankia 
Nodules 7
 
5.38E-04
b 
8.35E-06
a 
2.56E-07
a 
1.45E-05
b 
3.33E-05
a 
3.87E-05
a 
5.03E-04
a
 
Racines 6
 
1.83E-03
b 
6.34E-05
b 
2.19E-06
c 
2.30E-05
a 
1.21E-04
b 
7.37E-05
a 
2.54E-03
c
 
Tiges 8
 
4.30E-05
a 
7.18E-07
b 
6.04E-08
c 
1.95E-06
a 
6.96E-06
b 
1.47E-05
c 
1.21E-04
c
 
Feuilles 8
 
5.33E-04
b 
1.02E-06
b 
8.65E-08
b 
5.09E-06
a 
8.36E-06
a 
2.38E-05
a 
3.20E-04
a
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Annexe 6. Concentration des éléments dans les tissus (A. crispa, Masse element/Masse plant g/g). Les mêmes lettres indiquent qu'il n'y a pas de 
différence significative entre les traitements (Two-Way ANOVA, Tukey, P < 0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
400 
ppm  
CO2 
 
 
 
 
5 
ppm 
N 
 
 
-Frankia 
 27Al 47Ti 51V 59Co 65Cu 66Zn 56Fe 24Mg 55Mn 31P 98Mo 
Nodules - - - - - - - - - - - 
Racines 5.05E-03
b 
1.56E-04
a 
9.70E-06
b 
9.59E-06
b 
4.26E-05
b 
3.64E-05
b 
8.16E-03
a 
6.54E-03
b 
1.26E-03
a 
3.01E-03
a 
7.49E-07
a 
Tiges 3.86E-05
a 
5.41E-07
a 
1.99E-07
a 
2.20E-06
b 
1.65E-05
a 
5.15E-05
a 
2.09E-04
a 
8.84E-03
a 
2.69E-03
a 
6.90E-03
a 
2.44E-05
a 
Feuilles 1.09E-04
b 
2.52E-06
a 
2.36E-07
a 
1.40E-05
a 
8.91E-06
b 
8.80E-05
a 
3.50E-04
a 
5.77E-03
b 
1.17E-02
a 
2.68E-03
a 
1.27E-05
a 
 
 
+Frankia 
Nodules 2.12E-03
a 
4.12E-05
a 
8.68E-07
a 
4.91E-05
a 
3.44E-05
a 
6.18E-05
a 
1.81E-03
a 
4.40E-03
a 
1.06E-03
a 
7.34E-03
a 
7.18E-06
b 
Racines 3.92E-03
b 
1.89E-04
a 
6.30E-06
b 
5.24E-05
a 
1.53E-04
a 
9.82E-05
a 
6.91E-03
a 
4.45E-03
b 
1.01E-03
b 
2.39E-03
b 
1.20E-06
a 
Tiges 7.12E-05
a 
1.70E-06
a 
1.01E-07
b 
6.57E-06
a 
1.26E-05
b 
4.71E-05
a 
2.49E-04
a 
5.29E-03
b 
3.39E-03
a 
2.36E-03
b 
6.17E-06
b 
Feuilles 5.41E-04
a 
2.04E-06
a 
1.97E-07
a 
1.57E-05
a 
1.43E-05
a 
4.37E-05
b 
6.92E-04 6.23E-03
a 
7.99E-03
b 
3.21E-03
a 
8.62E-07
b 
 
 
 
45 
ppm 
N 
 
-Frankia 
Nodules - - - - - - - - - - - 
Racines 5.95E-03
b 
2.24E-04
a 
1.04E-05
a 
2.82E-05
b 
7.56E-05
b 
4.94E-05
b 
9.85E-03
a 
7.54E-03
a 
1.17E-03
a 
3.02E-03
a 
9.82E-07
a 
Tiges 3.79E-05
a 
9.68E-07
a 
3.35E-07
a 
2.82E-05
a 
1.58E-05
a 
4.89E-05
a 
2.21E-04
a 
8.38E-03
a 
2.62E-03
a 
4.19x10-3
a 
1.90E-05
a 
Feuilles 1.49E-04
b 
4.42E-6
a 
3.23E-07
a 
8.01E-06
a 
1.00E-05
b 
3.90E-05
b 
3.96E-04
a 
6.09E-03
a 
7.99E-03
a 
2.72x10-3
a 
6.09E-06
a 
 
 
+Frankia 
Nodules 6.33E-04
b 
1.85E-05
a 
3.88E-07
a 
3.29E-05
b 
3.21E-05
a 
4.39E-05
a 
7.71E-04
b 
4.52E-03
a 
8.71E-04
a 
4.69E-03
a 
5.00E-06
a 
Racines 3.09E-03
b 
1.55E-04
b 
3.71E-06
b 
4.55E-05
a 
3.04E-04
a 
9.36E-05
a 
4.74E-03
b 
3.39E-03
b 
8.71E-04
b 
2.65E-03
b 
7.24E-07
a 
Tiges 4.93E-05
a 
1.15E-06
a 
8.55E-08
b 
4.90E-06
b 
1.17E-05
b 
3.75E-05
a 
1.92E-04
a 
4.76E-03
b 
2.77E-03
a 
1.96E-03
b 
5.51E-06
b 
Feuilles 3.46E-04
a 
1.26E-06
a 
1.65E-07
a 
1.40E-05
a 
1.38E-05
a 
4.94E-05
b 
4.68E-04
a 
5.72E-03
b 
6.01E-03
b 
2.94E-03
a 
6.74E-07
b 
 
 
 
 
 
 
 
1000 
ppm 
CO2 
 
 
 
5 
ppm 
N 
 
-Frankia 
Nodules - - - - - - - - - - - 
Racines 1.06E-02
a 
4.84E-04
a 
2.00E-05
a 
2.88E-05
b 
5.70E-05
b 
5.80E-05
b 
1.74E-02
a 
1.21E-02
a 
1.28E-03
a 
3.07E-03
a 
8.35E-07
a 
Tiges 1.33E-04
a 
2.47E-06
a 
3.03E-07
a 
2.50E-06
b 
1.65E-05
a 
4.33E-05
a 
3.74E-04
a 
1.09E-02
a 
2.74E-03
a 
6.00E-03
a 
2.08E-05
a 
Feuilles 1.50E-04
b 
5.21E-06
a 
3.20E-07
a 
1.06E-05
a 
1.18E-05
b 
6.56E-05
b 
4.17E-04
a 
7.11E-03
a 
1.15E-02
a 
2.81E-03
a 
1.17E-05
a 
 
 
+Frankia 
Nodules 2.04E-03
a 
9.00E-06
a 
4.21E-07
a 
3.47E-05
a 
3.79E-05
a 
5.07E-05
a 
1.35E-03
a 
4.19E-03
a 
9.78E-04
a 
5.00E-03
a 
7.32E-06
a 
Racines 2.70E-03
b 
1.11E-04
b 
3.78E-06
b 
5.07E-05
a 
1.85E-04
a 
1.06E-04
a 
4.41E-03
b 
3.42E-03
b 
9.06E-04
b 
2.85E-03
b 
6.93E-07
a 
Tiges 8.51E-05
a 
1.09E-06
a 
1.07E-07
b 
5.11E-06
a 
1.46E-05
b 
5.23E-05
a 
2.49E-04
a 
4.75E-03
b 
3.07E-03
a 
2.70E-03
b 
5.23E-06
b 
Feuilles 7.02E-04
a 
7.13E-07
a 
1.27E-07
a 
1.20E-05
a 
1.27E-05
a 
4.39E-05
b 
4.62E-04
a 
4.61E-03
b 
5.65E-03
b 
2.91E-03
a 
4.91E-07
b 
 
 
 
45 
ppm 
N 
 
-Frankia 
Nodules - - - - - - - - - - - 
Racines 5.94E-03
b 
2.79E-04
a 
1.09E-05
a 
2.98E-05
b 
5.75E-06
b 
4.56E-05
b 
9.53E-03
a 
1.04E-03
b 
2.98E-05
b 
8.08E-07
b 
5.75E-05
a 
Tiges 6.67E-05
a 
2.65E-06
a 
3.09E-07
a 
1.86E-06
b 
1.98E-05
a 
4.51E-05
a 
2.85E-04
a 
2.41E-03
b 
1.86E-06
a 
1.72E-05
b 
1.98E-05
a 
Feuilles 2.59E-04
b 
2.42E-05
a 
6.75E-07
a 
8.08E-07
a 
1.07E-05
b 
4.03E-05
b 
5.95E-04
a 
6.87E-03
a 
8.01E-06
b 
3.09E-06
a 
1.04E-03
a 
 
 
+Frankia 
Nodules 8.99E-04
b 
1.86E-05
a 
4.54E-07
a 
1.97E-05
b 
4.48E-05
a 
4.11E-05
a 
7.77E-04
b 
3.92E-03
a 
7.54E-04
a 
6.65E-03
a 
1.01E-05
a 
Racines 1.33E-03
b 
5.74E-05
b 
1.55E-06
b 
3.20E-05
a 
1.15E-04
a 
6.70E-05
a 
1.86E-03
b 
1.82E-03
a 
5.67E-04
a 
1.59E-03
a 
6.35E-07
a 
Tiges 8.81E-05
a 
1.45E-06
a 
8.41E-08
b 
4.01E-06
a 
1.07E-05
b 
3.27E-05
a 
2.88E-04
a 
3.17E-03
a 
2.06E-03
a 
1.85E-03
a 
5.30E-06
b 
Feuilles 8.36E-04
a 
8.33E-06
a 
6.05E-07
a 
9.59E-06
a 
1.00E-05
a 
3.41E-05
b 
1.14E-03
a 
4.12E-03
b 
4.04E-03
a 
2.56E-03
a 
4.86E-07
b 
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Annexe 7. Nombre de réplicats (A. crispa) pour l'analyse élémentaire (ICP/MS). Pour certains traitements, les échantillons ont été combinés pour 
atteindre une quantité suffisante de biomasse (100 mg). 
 
 
Tissus 
400 ppm CO2 1000 ppm CO2 
5 ppm N 45 ppm N 5 ppm N 45 ppm N 
-F +F -F +F -F +F -F +F 
Nodules - 8 - 6 - 8 - 8 
Racines 3 5 4 4 4 6 6 6 
Tiges 1 5 1 5 1 6 2 6 
Feuilles 3 8 5 5 2 7 6 6 
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Annexes du 4ème chapitre. 
 
 
Annexe 8. Nom des espèces utilisées dans l'expérience. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nom des espèces Nature des espèces 
(ABBA) Abies balsamea Résineux 
(ACRU) Acer rubrum Feuillus 
(ACSA) Acer saccharum Feuillus 
(BEAL) Betulaalleghaniensis Feuillus 
(BEPA) Betulapapyrifera Feuillus 
(LALA) Larixlaricina Résineux 
(PIGL) Piceaglauca Résineux 
(PIRU) Picearubens Résineux 
(PIRE) Pinus resinosa Résineux 
(PIST) Pinus strobus Résineux 
(QURU) Quercus rubra Feuillus 
(THOC) Thuja occidentalis Résineux 
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Annexe 9. Nom des espèces utilisées dans l'expérience (mélange de deux espèces). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1) PIRE+PIRU 
2) LALA+PIST 
3) ACRU+BEAL 
4) PIRE+PIST 
5) BEAL+QURU 
6) BEPA+QURU 
7) LALA+PIGL 
8) PIGL+PIST 
9) BEPA+PIST 
10) ABBA+ACRU 
11) ACSA+LALA 
12) ABBA+ACSA 
13) ACRU+THOC 
14) ACSA+THOC 
 208 
 
Annexe 10. Nom des espèces utilisées dans l'expérience (mélange de quatre espèces). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1) ABBA+PIGL+PIRE+PIRU 
2) ACRU+BEAL+BEPA+QURU 
3) PIRE+PIST+PIRU+PIGL  
4) BEAL+PIRE+PIRU+PIST 
5) ABBA+BEPA+LALA+PIGL 
6) ABBA+ACSA+PIRU+PIGL 
7) LALA+PIST+QURU+THOC 
8) ACRU+QURU+PIST+THOS  
9) BEPA+PIST+ACSA+PIGL 
10) ACSA+BEAL+PIGL+THOC 
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Annexe 11. Parc du Bois Beckett, concentrations (g élément/g litière) des micronutriments des 
litières (résineux) lors de la décomposition : (A) aluminium, (B) cobalt, (C) titane. 
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Annexe 12. Parc du Bois Beckett, concentrations (g élément/g litière) des micronutriments des 
litières (résineux) lors de la décomposition : (A) cuivre, (B) magnésium, (C) manganèse, (D) 
zinc. 
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Annexe 13. Parc de la Yamaska, concentrations (g élément/g litière) des micronutriments des 
litières (résineux) lors de la décomposition : (A) aluminium, (B) cobalt, (C) titane, (D) zinc. 
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Annexe 14. Parc de la Yamaska, concentrations (g élément/g litière) des micronutriments des 
litières (résineux) lors de la décomposition : (A) cuivre, (B) magnésium, (C) manganèse.
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Annexes du 5ème chapitre (section 3). 
 
Annexe 15. Quotas cellulaires des métaux (80 h, [Mo] = [V] = 10
-7
 M -/+ TA 10
-4
 M), (A) Fe, OP 
et B3 condition contrôle en absence et présence de d'acide tannique, (B) Fe, OP et B3 : condition 
compétition en absence et présence d'acide tannique, (C) Mo, OP et B3 condition contrôle en 
absence et présence d'acide tannique, (D) Mo, OP et B3 : condition compétition en absence et 
présence d'acide tannique, (E) V, OP et B3 condition contrôle en absence et présence d'acide 
tannique, (F) V, OP et B3 : condition compétition en absence et présence d'acide tannique. Les 
mêmes lettres indiquent qu'il n'y a pas de différence significative entre les traitements (Two-Way 
ANOVA, Tukey, P < 0,05). 
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Résultats pour les deux autres conditions dans le cas de la compétition. 
 
2) [Mo] = [V] = 10
-8
 M + acide tannique 10
-4
 M 
 
Les taux, les courbes de croissance et les quotas cellulaires du fer, du vanadium, du molybdène, 
pour la condition compétition avec la concentration équimolaire de Mo et V sont présentés ci-
dessous :  
 
Annexe 16. Taux de croissance des bactéries (A. vinelandii OP et A. chrococcum B3) cultivées en 
condition [Mo] = [V] = 10
-8
 M. 
 
Condition  Taux de croissance 
Compétition OP +TA 0,062 ± 0,002 
Compétition  B3 + TA 0,075 ± 0,003 
 
 
 
Annexe 17. Courbes de croissance des deux bactéries (A. chroococcum et A. vinelandii) en log10 
au cours de la croissance, condition compétition en présence d'acide tannique. 
 
 215 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Annexe 18. Quotas cellulaires des métaux, (A) Fe, OP et B3 condition compétition en présence 
d'acide tannique, (B) Mo, OP et B3 condition compétition en présence d'acide tannique, (C) V, 
OP et B3 condition compétition en présence d'acide tannique. Les mêmes lettres indiquent qu'il 
n'y a pas de différence significative entre les traitements (Two-Way ANOVA, Tukey, P < 0,05). 
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3) [Mo] = 5x10
-8
 M et [V] = 2x10
-7
 M -/+ acide tannique 10
-4
 M 
 
En excès de vanadium et en présence d'acide tannique et de compétiteur, nous avons obtenu des 
résultats similaires avec la condition équimolaire [Mo] = [V] = 10
-7
 M -/+ acide tannique 10
-4
 M. 
Les taux, les courbes de croissance et les quotas cellulaires du fer, du vanadium, du molybdène 
sont présentés ci-dessous : 
 
Annexe 19. Taux de croissance des bactéries (A. vinelandii OP et A. chroococcum B3) cultivées 
en condition [Mo] = 5x10
-8
 M et [V] = 2x10
-7
 M. 
 
Condition  Taux de croissance 
Compétition OP 0,039 ± 0,00 
Compétition  OP + TA 0,055 ± 0,007 
Compétition B3 0,033 ± 0,002 
Compétition B3 +TA 0,047 ± 0,007 
 
 
 
Annexe 20. Courbes de croissance des bactéries en log10 au cours de la croissance, (A) OP: 
condition compétition en absence et présence d'acide tannique, (B) B3: condition compétition en 
absence et présence d'acide tannique. 
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Annexe 21. Quotas cellulaires des métaux, (A) Fe, OP et B3 condition compétition en absence et 
présence d'acide tannique, (B) Mo, OP et B3 condition compétition en absence et présence 
d'acide tannique, (C) V, OP et B3 condition compétition en absence et présence d'acide tannique. 
Les mêmes lettres indiquent qu'il n'y a pas de différence significative entre les traitements (Two-
Way ANOVA, Tukey, P < 0,05). 
 218 
 
Annexe 22. L'article publié dans le journal Environmental and Experimental Botany. 
Toutes les figures et les références ont déjà présentés dans le chapitre 3 et en Annexes. 
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Abstract 27 
The increasing atmospheric CO2 concentration could stimulate terrestrial ecosystem and 28 
create an important carbon (C) sink that could slow down climate change due to 29 
anthropogenic activities. The extent of this enhanced growth will strongly depends upon the 30 
availability of nitrogen (N) to plant. In alder, the predominant N2 fixing tree in boreal 31 
forest, the ability to establish actinorhizal symbiosis will thus be key. How high CO2 32 
concentration and exogenous N impact actinorhizal symbiosis remains poorly known. In 33 
this study on speckled alder and green alder, we evaluated the effect of CO2 and exogenous 34 
N availability on (i) the efficiency and development of the actinorhizal symbiosis and (ii) 35 
on the homeostasis of eleven elements, including essential nutrients for N2 fixation such as 36 
phosphorus (P) and molybdenum (Mo). We report that Frankia sp. infection is the primary 37 
factor controlling nutrient homeostasis (allocation and concentration) in plant. P and Mo, 38 
and in a less extend magnesium (Mg) and manganese (Mn), are the elements which 39 
homeostasis was the most affected by Frankia sp. infection. Exogenous N and CO2 40 
concentrations had limiting or no impact on the homeostasis of most elements. We also 41 
show that actinorhizal symbiosis could be critical to alder response to elevated CO2. In 42 
absence of Frankia sp. infection neither speckled alder nor green alder responded to 43 
elevated CO2. On the contrary, in presence of Frankia sp., the biomass production was 44 
significant stimulated by increasing CO2 and independent to exogenous N.  45 
 46 
Introduction 47 
Atmospheric concentrations of carbon dioxide (CO2) have been steadily rising, from 48 
approximately 315 ppm in 1959 to a current average of 400 ppm. According to the 49 
Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) the atmospheric concentration in the 50 
atmosphere could rise up to 1000 ppm by the end of the century (IPCC 2013). Increasing 51 
the availability of CO2 to photosynthesis could have profound effects on plant growth and 52 
many aspects of plant physiology (Ziska, 2008). It has also been hypothesized that 53 
increased CO2 could stimulate plant growth and create a carbon (C) sink that could slow 54 
down climate change due to anthropogenic activities (Houghton et al., 2001). While 55 
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elevated CO2 makes C more available, plants also require other resources to sustain primary 56 
production including nitrogen (N), phosphorus (P) and micronutrients all obtained from the 57 
soil. The ability of plants to respond to elevated CO2 with increased photosynthesis and 58 
growth may therefore be limited by the availability of other nutrients, especially N (Tissue 59 
et al., 1993; Curtis et al., 1995; Gifford et al., 1996; Vogel et al., 1997; Sigurdsson et al., 60 
2013). Hungate et al. (2004) also reported that the stimulation of symbiotic N2 fixation 61 
observed under elevated CO2 in the leguminous vine Galactia elliottii, could be jeopardized 62 
in the long term by the availability of the micronutrient molybdenum (Mo). This work 63 
highlighted that elevated CO2 could impact micronutrient dynamics at both the plant scale 64 
(homeostasis) and the ecosystem scale (biogeochemical feedbacks). However, studies on 65 
the effect of high CO2 concentration and dinitrogen (N2) fixing bacterial symbionts on 66 
metals homeostasis (concentration and distribution) in the plant remains limited. This is 67 
particularly true in alder, the predominant tree in boreal ecosystems that harbors N2 68 
fixation. 69 
Alders are actinorhizal plants: they can form symbiotic associations with the soil-dwelling 70 
actinobacterium Frankia, which can supply 90% of the N demand of the host plant, 71 
providing it with a clear advantage in N-limited environments (Nickel et al., 2001; Myrold 72 
and Huss-Danell, 2003). The N2 fixing symbiosis is also very likely to play an important 73 
role in the response of actinorhizal plants and boreal forests to global climate change (i.e. 74 
elevated CO2). Among actinorhizal plants, which are very diverse, those from genus Alnus 75 
(alder) is of particular interest. All alder species are symbiotic; they are widely distributed 76 
in Asia, Europe, America, and Africa. Alder trees and shrubs are a critical component of 77 
the boreal ecosystems (Spear and Cwynar, 1997), especially in early succession where they 78 
significantly contribute to improve soil fertility and soil structure. In boreal forests, the 79 
primary production is mostly limited by N which underscores their importance (Wang et 80 
al., 2010). Alders are also extensively used in forestry and revegetation (Benson and 81 
Dawson, 2007; Roy et al., 2007). For these reasons, understanding how alder will respond 82 
to global climate change is of both of great ecological and economical importance. 83 
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Research on the actinorhizal symbiosis between alder and Frankia sp. and specifically on 84 
N2 ﬁxation activity in alder is on-going (Pawlowski and Sirrenberg, 2003; Myroldand 85 
Huss-Danell, 2003; Bélanger et al., 2011). The availability and homeostasis of 86 
macronutrients, such as N and P, are known to influence symbiosis development and 87 
symbiosis efficiency (Gentili and Huss-Danell, 2003; Gojonet al., 2009), however, our 88 
understanding of micronutrients (metals) homeostasis in actinorhizal symbiosis is more 89 
limited. Actinorhizal symbiosis requires specific micronutrients such as Mo a critical metal 90 
to the nitrogenase, the enzyme responsible for the conversion of atmospheric N2 to 91 
bioavailable ammonium (Lawson and Smith 2002). Magnesium (Mg) is also critical since it 92 
plays an essential role in the energy transfer (Mg-ATP) that fuels nitrogenase activity. 93 
Recently, we have reported in A. glutinosa that the concentration and distribution of some 94 
essential metals between below and above ground tissues are strongly affected by 95 
exogenous N availability and plants symbiotic status (i.e. presence or absence of root 96 
nodules) (Bélanger et al., 2013). This was particularly clear for Mo. 97 
In the present work we evaluated, for the first time, the effect of elevated CO2 98 
concentration on actinorhizal symbiosis (establishment, development, etc.) and on P and 99 
micronutrient homeostasis (distribution and concentration). The response to elevated CO2 100 
was studied in presence and absence of Frankia sp. and under two concentrations of 101 
exogenous N (limiting and replete). Two alder species were studied; Alnus viridis ssp. 102 
crispa and Alnus incana ssp. rugosa (hereafter referred to as A. crispa and A. rugosa, 103 
respectively). In our previous study in A. glutinosa (Bélanger et al., 2013), we compared 104 
nutrient concentrations and distribution in above ground versus below ground tissues. In the 105 
present work, we refined the characterization of elements homeostasis by distinguishing 106 
roots, nodules, stems and leaves. This higher level of detail is essential, for instance, to 107 
better evaluate the effect of N limitation and Frankia sp. infection on leaf litter quality; 108 
litter fall being a critical vector of nutrients to the forest floor where much microbial 109 
activity, including non-symbiotic N2 fixation occurs. Considering our limited understanding 110 
of micronutrient homeostasis in actinorhizal symbiosis, our study was performed under 111 
micronutrient replete conditions. This approach allowed us to specifically decipher the 112 
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effect of Frankia sp. infection, elevated CO2 and N limitation on nutrient (P and metals) 113 
homeostasis.  114 
 115 
Materials and methods 116 
Plant culture 117 
Seeds of Alnus incana ssp. rugosa (speckled alder, seed lot 8421683.0) and Alnus viridis 118 
ssp. crispa (green alder, seed lot 8421725.0) were obtained through the National Tree Seed 119 
Center of Canada (Fredericton, NB, Canada), and stored at −20°C. Viable seeds were 120 
separated from non-viable seeds using hexane separation and then surface-sterilized using 121 
30 % hydrogen peroxide as previously described (Bélanger et al., 2011). Seeds were placed 122 
to germinate on Petri dishes with germination medium (for 1 L: 25 g sucrose, 4.3 g 123 
Murashinge and Skoog basal salt mixture (Sigma, M5524), 0.15 g CaCl2·2H2O, 0.05 g 124 
MgSO4·7H2O, 3 g Gelzan (Sigma, G1910), 1 mL of the 1000 times concentrated 125 
Gamborg’s Vitamin Solution (Sigma, G1019) at pH 5.7. The petri dishes (Fisher scientific 126 
Ltd, Ottawa, ON, Canada) were sealed with parafilm (Bemis company Inc., Neenah, WI, 127 
USA) to prevent drying and positioned on a 45° slant for 4 weeks under a 16 h light at 128 
22°C/8 h dark at 18°C regime, 500 – 600 µmol photons m-2s-1. 129 
After germination, 1 plantlet was transferred to a sterile plant culture box (Magenta GA-7, 130 
Bioworld, Dublin, USA). All Magenta boxes were filled with sand and perlite (1:1 vol/vol), 131 
and then sterilized with irradiation method (Nordion, Quebec, Canada). Magenta boxes 132 
were kept in sterile conditions using polycarbonate containers (Cambro, Camwear food box 133 
(clear), CAM-12189C, 18 L) fitted with 0.22 µm MilliWrap membranes (Millipore 134 
Corporation, Bedford, MA, USA) over two 5 cm holes that allowed gas exchange 135 
(Bélanger et al., 2011). Containers were placed in two environmental chambers (SPC-56, 136 
biochambers, Winnipeg, MT, Canada,) with CO2 concentrations set at 400 ppm (current 137 
atmospheric CO2 concentration) and 1000 ppm (expected atmospheric CO2 concentration 138 
for 2100-2150 according to the IPCC, A1F1 scenario). The chambers were set to 10 h dark 139 
at 18°C, 90-80 % of moisture /14 h light at 22°C, 70 % of moisture. The alder seedlings 140 
were watered weekly with 5 ml of Hoagland’s solution 0.1X containing (in mmol L-1) 141 
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0.357 KNO3 (5 ppm:N), 0.5 KCl, 0.5 CaCl2, 0.2 MgSO4, 0.1 KH2PO4, mixture of 0.002 142 
FeSO4∙7H2O and 0.002 Na-EDTA, and (in µmol L
-1
) 4.5 H3BO3, 1 MnCl2∙H2O, 0.08 143 
ZnSO4, 0.03 CuSO4∙5H2O, 0.01 Na2MoO4∙2H2O (Xiong et al., 2006). Before Frankia sp. 144 
inoculation, all of alders were watered with 5 ppm N as KNO3. Two weeks following 145 
seedlings transfer in Magenta boxes, homogenized Frankia sp. Strain ACN14a was added 146 
at the collar of the seedlings as 10 mL of a1 µL PCV (packed cell volume) per milliliter 147 
Hoagland’s solution. Inoculum viability had been previously confirmed with a tetrazolium 148 
salt reduction method as described recently (Bélanger et al., 2011). Two months after 149 
Frankia sp. inoculation, two different Hoagland’s solutions 0.1X supplemented with 5 and 150 
45 ppm N. 151 
We decided to use a single source of exogenous N. We avoided the use of a mixture of 152 
NH4
+
/NO3
-
 because (i) this heterogeneity in N source would make the interpretation of data 153 
on metal homeostasis more difficult and (ii) it would requires the selection of a NH4
+
/NO3
-
 154 
ratio which is also very hard to define. The choice of a exogenous N source is a real 155 
conundrum. On one hand, Alder is known to be more efficient at using NH4
+
 than NO3
- 
as 156 
exogenous N source. On the other hand, NO3
-
  is the dominant form of available N in early 157 
succession (Clein et al., 1995; Fierer et al., 2001). Alders are important contributors to soil 158 
development and soil quality in early succession. Their relevance to the biogeochemical 159 
cycling of metals is likely expressed in conditions were NO3
-
 is the primary source of 160 
exogenous N. Thus, we decided to use KNO3 as exogenous N source. It is however 161 
important to keep in mind this choice of N source when interpreting the data and our 162 
conclusion. Exogenous N concentrations were selected based on the result of a previous 163 
study (Bélanger et al., 2013). Alder harvest and dissection took place 22 weeks post-164 
inoculation (after 6 months). Fresh roots, nodules, stems and leaves were separated and the 165 
number of nodules per plant was determined. Samples were dried at 70°C for 2 to 3 days 166 
for the determination of dry mass and then prepared for elemental analysis as described 167 
below. 168 
 169 
 170 
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Nitrogenase assay 171 
N2-fixation activity was evaluated using acetylene reduction assay (ARA, Hardy et al., 172 
1968). Fresh nodules were harvested, placed in 250 ml vials and 10 % (v/v) of volume of 173 
vials replaced with acetylene (produced from calcium carbide, CaC2+H2O : C2H2). ARA 174 
assay were performed on nodules still attached to the roots. ARA on detached nodules have 175 
been shown to be poorly representative of N2 fixation (Minchin et al. 1983). Headspace 176 
aliquots were collected after 2, 4, 6 hours and the ethylene concentration determined using 177 
a gas chromatograph equipped with a Flame Ionization Detector (FID) (GC-8A, Shimadzu, 178 
Kyoto, Japan). It is worth noting that while ARA is still the method of choice to measure 179 
N2 fixation activity in many studies, ARA has been the subject of many criticisms due to 180 
the inconsistency of the assay (Martensson and Ljunggren, 1984; Schwintzer and 181 
Tjepkema, 1994). Therefore, ARA results should be interpreted with caution.  182 
 183 
 Elemental analysis 184 
Plant tissues (nodules, roots, stems and leaves) were prepared for elemental analysis as 185 
follows: samples were rinsed three times (1 min) with an oxalate-EDTA solution (Tang and 186 
Morel, 2006) to remove adsorbed metals then once in pure water (MilliQ water) prior to 187 
drying in an oven (70°C, for 2 days). Dried samples (except nodules) were reduced into 188 
powder in liquid nitrogen, using a mortar and pestle, and digested in trace metal grade nitric 189 
acid (Fisher scientific Ltd, Ottawa, ON, Canada) at 80°C for 3 days. The solution was 190 
collected, diluted (MilliQ water) and analyzed for its elements concentration with an 191 
Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometer (ICP-MS, XSeries 2, Thermo scientific). 192 
For certain treatments the low biomass constrained us to combine replicates to reach a 193 
suitable amount of biomass (100 mg) for elemental analysis (see Table S1 for details). The 194 
biomass of all plants inoculated with Frankia sp. was sufficient to allow individual 195 
elemental analysis. The elements analyzed were; magnesium (Mg), aluminum (Al), 196 
phosphorus (P), titanium (Ti), vanadium (V), manganese (Mn), iron (Fe), cobalt (Co), 197 
cupper (Cu), zinc (Zn), and molybdenum (Mo). 198 
 199 
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Statistics 200 
To test for significant differences of the means, we performed a two-ways-analysis of 201 
variance (two-way-ANOVA, Tukey test), with two levels (without, with Frankia) using a 202 
general linear model with an experiment-wise error rate (P < 0.05, Sigma Plot, Systat 203 
Software Inc.). One-way Analysis of Variance (ANOVA, Tukey test, P < 0.05) was applied 204 
to refine the comparison of variances in total biomass within the treatments without 205 
Frankia (-F). For unsupervised pattern recognition raw data were mean-centered and 206 
divided by the standard deviation to diminish the influence of strongly dominant species 207 
data upon log(x) transformation. Subsequently, the calculated median data values of each 208 
treatment were subjected to principal component analyses (PCA) using MiniTab Software 209 
(version 16.2, Minitab Inc., State College, PA, USA) to classify the samples. Then 210 
Canonical Analysis of Principal coordinates (CAP), a generalized discriminant analysis 211 
based on distances, was used where the a priori hypothesis concerns differences among 212 
groups (such as the various plant tissues: nodules, roots, stem, and leaves). CAP is a two-213 
step process combining two existing multivariate techniques: classical multidimensional 214 
scaling followed by a canonical discriminant analysis described nicely by (Anderson and 215 
Willis, 2003). The group memberships of all investigated objectives (= eleven elements of 216 
interest and two specific isotopes of Fe and Mo for internal control) and the number of 217 
groups (= four different tissues of Alder) were determined. Recently, this statistical 218 
approach was successfully applied to identify element accumulation in different plant parts 219 
of sun flowers grown on contaminated soils (Kotschau et al., 2014). 220 
Diverse distances measurements and algorithms can be used to find the different groups. 221 
Here, principal coordinates (PCO) were calculated from Manhattan distance measurements 222 
and potential over-parameterization was prevented by choosing the number of PCO axes 223 
(m) that maximized a leave-one-out allocation success to groups (Anderson and Willis, 224 
2003; Anderson and Robinson, 2003). An indication of the metals responsible for 225 
differences among the tissues and treatments was obtained by the strength of their 226 
correlation with each of the canonical discriminant axes coordinates visualized using vector 227 
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overlays based on Pearson correlations. These analyses were conducted through CAP–228 
Software by Anderson and Robinson (2003). 229 
 230 
Results 231 
Besides fundamental biological data such as biomass and nitrogen fixation rates, the 232 
distribution pattern of key elements and their absolute concentration in various tissues in 233 
two Alder species were determined. Interestingly, results obtained with A. crispa and A. 234 
rugosa were comparable in terms of all measured criteria, including growth, distribution 235 
and amount of analyzed elements. For clarity purposes, we hence only present results 236 
obtained with A. rugosa. The comprehensive data set of A. crispa is available in 237 
Supplementary Information and is briefly discussed in comparison (Figs. S2-S4 and Table 238 
S2 and S3). 239 
 240 
Total biomass  241 
All plants that had been inoculated with Frankia sp. developed nodules (Fig. 1). The 242 
nodulated plants achieved significantly higher total biomass than non-nodulated plants 243 
under all conditions (N and CO2) (two-way ANOVA, Tukey test, P < 0.05).  244 
Exogenous N  had no significant effect on the total biomass of non-nodulated plants 245 
according to the two-way ANOVA (Fig. 1). However, the difference in total biomass 246 
between non-nodulated and nodulated plants was very large, which can limit the 247 
discrimination of differences between treatments achieving the lowest values. We thus 248 
decided to perform a second analysis of variance (One-way ANOVA, Tukey test, P < 0.05) 249 
considering only the non-inoculated plants (-F). Then, exogenous N had a clear effect on 250 
total biomass; it increased at high N (45 ppm) compared to low N (5 ppm). In nodulated 251 
plants, exogenous N had no (-CO2), or limited (+CO2), effect on total biomass, when 252 
comparing the same CO2 conditions.  253 
The concentration of CO2 had no significant effect on the total biomass of non-nodulated 254 
plants. On the contrary to non-nodulated plants, plants infected by Frankia sp. positively 255 
responded to increased CO2 concentration; the total biomass was roughly twice higher at 256 
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1000 ppm than at 400 ppm for both plants exposed to 45 ppm and 5 ppm of exogenous N 257 
(two-way ANOVA, Tukey test, P < 0.05). 258 
 259 
Distribution of dry biomass 260 
The actinorhizal symbiosis (i.e. presence or absence of nodules) was the main factor 261 
influencing the allocation of biomass between above ground and below ground tissues (Fig. 262 
2). In absence of Frankia sp. roughly 60 – 70 % of the dry biomass was allocated to roots 263 
and only ~30 – 40% to stems and leaves. In presence of Frankia sp., the allocation of 264 
biomass to below ground tissues (roots and nodules) decreased to ~40 – 45 %, including ~5 265 
% to nodules. The concentration of both exogenous N and CO2 had no significant effect 266 
(two-way ANOVA, Tukey test, P < 0.05) on biomass allocation between above ground and 267 
below ground tissues.  268 
 269 
Nodule biomass and N2 fixation in the dipartite community 270 
As mentioned above, in presence of Frankia sp. total biomass was significantly improved 271 
in presence of higher CO2 concentration (Fig. 1) (two-way ANOVA, Tukey test, P < 0.05). 272 
No significant variation was observed in biomass allocation to nodules (two-way ANOVA, 273 
Tukey test, P < 0.05).The plant invests roughly 5% of its biomass to nodules in all 274 
treatments (5-45 ppm N, 400-1000 ppm CO2) (Fig. 2). N2 fixation by nodules was assayed 275 
by ARA in order to evaluate the effect of exogenous N and CO2 on N2 fixation activity. 276 
Absolute N2 fixation activity was variable between plants from the same treatments. 277 
However, upon normalization to the biomass of the nodules the N2 fixation activity was 278 
very comparable through all treatments (Fig. S1A). Plants exposed to higher CO2 seemed to 279 
achieve a slightly higher nodules biomass (Fig. S1B) and higher net N2 fixation (but not 280 
statistically significant, two-way ANOVA, Tukey test, P < 0.05), (N2 fixation per plant, 281 
Fig. S1C). It is worth noting, that ARA were performed on a single day after 6 months of 282 
growth. The data likely do not properly capture the differences in N2 fixation activity 283 
occurring over the six month of growth. 284 
 285 
 228 
 
Metal distribution in Alder  286 
To investigate the distribution of 11 elements in four Alder tissues including leaves, stems, 287 
roots and nodules, unsupervised multivariate statistics was performed to classify the 288 
samples. Principal component analysis (PCA) was performed with four different tissues and 289 
four treatments (various environmental conditions) described by the concentration of 10 290 
metals (Al, Cu, Co, Fe, Mg, Mn, Mo, Ti, V and Zn) and P measured in these tissues. The 291 
PCA scores plot for all quantitative ICP-MS data showed a tight grouping due to the tissue 292 
compartmentation in Alder (Fig. 3A). Moreover, the PCA scores plot indicates that tissues 293 
can be discriminated by the measured elements independent on the treatments such as N 294 
and CO2 concentration (Fig. 3A). Therefore, we tested if the four tissues of interest in Alder 295 
are best described by essential metals relevant for the tree physiology (i.e. N2 fixation and 296 
photosynthesis). Discriminant analysis was applied for tissue classification and for 297 
identification of the underlying differences. Here, the CAP ordination displays clearly the 298 
separation of the multivariate data in reference to the four tissues of both A. rugosa and A. 299 
crispa (in presence of Frankia sp.) along the first or second canonical axis based on metal 300 
accumulation (Fig. 3B). Indeed, it was possible to confirm the four groups by a very low 301 
error of reclassification of < 1 % for A. rugosa and A. crispa, (Fig. 3B, Fig. S5B). Thus, it 302 
is clear that there were significant changes in metal accumulation in the tissues which was, 303 
however, not related to the various N and CO2 concentrations. Correlations of elements 304 
with both CAP axes are shown graphically in addition (Fig. 3C, Fig. S5C): Among the 11 305 
analyzed elements, the roots were best characterized by eight elements (Al, Cu, Co, Fe, Mg, 306 
Ti, V and Zn), while the leaves are well determined by Mn. Finally, the nodules were best 307 
characterized by Mo. In all cases, the concentration of exogenous N (5 and 45 ppm) and 308 
CO2 (400 ppm and 1000 ppm) had no effect (Fig. 3C). 309 
The two measured stable isotopes of Fe (
56
Fe and 
54
Fe) and Mo (
98
Mo and 
95
Mo) grouped 310 
particular tightly together indicating the ruggedness of the analytical process. Overall, the 311 
multivariate analyses are also a good example of a situation in which group differences in 312 
multivariate space could be recognized in the unsupervised ordination and subsequently 313 
confirmed by CAP analysis. 314 
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Element content in Alder 315 
Based on the supervised pattern recognition the correlations with canonical axes have 316 
provided an objective approach to direct subsequent analysis (Fig. 4). For illustration, we 317 
conducted a two-way ANOVA, Tukey test, P < 0.05 for the main discriminator for leaves 318 
(Mn), for roots (Fe), for nodules (Mo), and for two other physiologically important 319 
elements; Mg and P. Data for all other elements, which will not be discussed, are available 320 
in supplementary information (Table S1). 321 
For phosphorus (Fig. 4A), the presence of Frankia sp. had a clear effect on the 322 
concentration of P in above ground tissues but not on roots; P concentration in stems and 323 
leaves was higher in absence of Frankia sp. The concentration of P in the tissues of 324 
nodulated plants was not significantly affected by either exogenous N or CO2. However, in 325 
non-nodulated plants the concentration of P in stems and leaves were slightly higher when 326 
exposed to low concentrations of exogenous N (5 ppm). 327 
For molybdenum (Fig. 4B), Frankia sp. had the most significant impact on Mo 328 
concentration in plant tissues. The concentration of Mo in above ground tissues (stems and 329 
leaves) significantly increased (up to 10 folds) in absence of Frankia sp. In nodulated plant, 330 
exogenous N and CO2 had no clear effect on Mo concentrations in plant tissues. However, 331 
in non-nodulated plants the concentration of exogenous N clearly influences Mo 332 
concentration within above ground tissues; Mo concentration in leaves significantly 333 
increased under low exogenous N conditions (5 ppm) compared to high N (45 ppm). The 334 
concentration in stems was also slightly higher at low exogenous N and low CO2. 335 
For magnesium (Fig. 4C), the concentration of Mg in all tissues was influenced solely by 336 
the presence of Frankia sp. Exogenous N and CO2 had no significant effect on Mg 337 
concentration in plant tissues. In presence of Frankia sp. Mg concentration in roots was 338 
significantly lower than in absence of Frankia sp. It is worth noting that in non-nodulated 339 
plants, Mg concentration in leaves was similar or lower than its concentration in stems. 340 
However, in nodulated plants, Mg was always present in higher concentration in leaves 341 
than in stems (2-3 folds). This seems to indicate that in presence of Frankia sp. the Mg 342 
concentration in stems is decreased to the benefit of leaves. 343 
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For manganese (Fig. 5D), the presence of Frankia sp. had also a significant effect on Mn 344 
concentration in all tissues; Mn concentration was higher in absence of Frankia sp. than in 345 
its absence. For roots, exogenous N and CO2 had no additional effect in both nodulated and 346 
non-nodulated plant. For stems, exogenous N and CO2 had no effect on Mn concentration 347 
in non-nodulated plants. However, in nodulated plants Mn concentration in stems was 348 
slightly higher under high N and high CO2, than in other treatments. Finally, in leaves 349 
exogenous N had additional effects on the concentration of Mn; it decreased with 350 
increasing N in both nodulated and non-nodulated plants. 351 
For iron (Fig. 5E), the presence of Frankia sp. significantly influenced the concentration of 352 
Fe in stems and roots but not in leaves. Exogenous N and CO2 had limited effect on Fe 353 
concentration in stems and roots; Fe concentration was slightly higher under low N and 354 
high CO2 than in any other treatments. 355 
 356 
Discussion 357 
Accumulation of a given metal is a function of bioavailability and intracellular binding sites 358 
and depends potentially on the environmental conditions. In a multicellular organism, the 359 
situation is complicated by tissue- and cell-specific differences (Clemens et al., 2002). To 360 
the best of our knowledge, we demonstrated for the first time the metal accumulation in two 361 
alder species cultivated under standardized conditions depending on key environmental 362 
conditions such as the availability of exogenous N and CO2. 363 
 364 
Effect of exogenous N and Frankia sp. on alder development; 365 
In our experiments, N supply was the major parameter controlling the development of A. 366 
crispa and A. rugosa. 367 
In absence of Frankia sp., exogenous N directly affected net productivity (total biomass). 368 
This is consistent with many other observations (Fichtner and Schulze, 1992) and our 369 
understanding of plant development. The allocation of biomass to leaves and roots (but not 370 
to stems) was also modulated by exogenous N; the higher biomass allocation to roots at low 371 
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N rather compared to high N, likely reflects the need to sustain soil exploration for N 372 
acquisition at low exogenous N concentration.  373 
In presence of Frankia sp., the dependency of alder productivity to exogenous N is totally 374 
diminished at both high (45 ppm) and low exogenous N (5 ppm). This is consistent with 375 
current knowledge: Frankia sp. can supply up to 90 % of the N demand of the plant (Nickel 376 
et al., 2001; Myrold and Huss-Danell, 2003). The major impact of Frankia sp. infection is 377 
the significant decrease in biomass allocation to below ground tissues in favor of above 378 
ground tissues. This has been also recently observed in A. glutinosa (Bélanger et al., 2013). 379 
It potentially reflects the decreased need to explore soil for exogenous N in presence of 380 
Frankia sp. symbiosis and the increased need for photosynthesis to sustain the activity of 381 
the microsymbiont. Therefore, exogenous N concentration had no significant effect on 382 
biomass allocation to nodules (always close to 5 %, Fig. 2) and N2 fixation activity per 383 
mass of nodule (Fig. S1). Under higher CO2, plants achieved higher total biomass (Fig. 1), 384 
higher net nodule biomass and higher net N2 fixation (N2 fixation per plant, Fig. S1). While 385 
the last two were not statistically significant, the pattern was reproducible and consistent 386 
with our understanding of C/N stoichiometry in living organisms. We conclude that Alder 387 
improved N acquisition accordingly in order to increase biomass production under higher 388 
CO2. In nodulated plants, it might be achieved by maintaining a constant allocation of 389 
biomass (meaning a C investment) to nodules (~ 5 % of the total biomass). 390 
 391 
Effect of Frankia sp. on the response of alder to elevated CO2; 392 
Our data show that in absence of Frankia sp. neither A. crispa nor A. rugosa responded to 393 
elevated CO2. This suggests that exogenous N strongly constrains primary production even 394 
at 45 ppm. This is of particular interest considering that N availability in boreal forest is 395 
low (Jerabkova et al., 2006) and N is the primary element limiting boreal forest 396 
productivity (Wang et al., 2010). A recent field experiment reports that the response of 397 
boreal Norway spruce, unable to form N2 fixing symbiosis, to increasing CO2 is restricted 398 
by N availability (Sigurdsson et al., 2013). In presence of Frankia sp. the primary 399 
production of both A. crispa and A. rugosa is stimulated under high CO2 concentration. The 400 
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increase in biomass production was significant, roughly twice higher at 1000 ppm 401 
compared to 400 ppm. Exogenous N had only a slight effect at high CO2. These findings 402 
are in agreement with the general view that the response of plants to elevated CO2 is 403 
strongly dependent to N supply (Tissue et al., 1993; Curtis et al., 1995; Gifford et al., 1996; 404 
Vogel et al., 1997; Hungate et al., 2004; Sigurdsson et al., 2013). 405 
Interestingly, while the CO2 concentration strongly affects total biomass production, it does 406 
not significantly impact biomass allocation to nodules, roots, stems and leaves. Thus, the 407 
morphology of the plants is not significantly affected by CO2, the plants are simply larger. 408 
However, it is important to bear in mind that our experiments were performed under 409 
phosphorus (P) and micronutrients (i.e. Mo, Fe, Mg) replete conditions. Under limited 410 
conditions, which are very likely in natural habitats, changes in allocation of biomass could 411 
be observed depending on nutrients limitation. Nonetheless, our data suggest that the 412 
presence of a functional actinorhizal symbiosis in alder is a critical factor controlling the 413 
response of alder to climate change (i.e. increasing CO2). Further research using genuine 414 
soil and studying older plants would help our understanding of the actinorhizal symbiosis in 415 
alder exposed to elevated CO2. 416 
 417 
Effect of nodulation, exogenous N and CO2 on metal homeostasis; 418 
For pattern recognition of the determined elements, the picture of the PCA plot shows not 419 
only that those samples of the same tissue behave very similarly, but also clear separation 420 
between plant parts below and above ground along the first axis (PC1) (Figs. 3A, Fig. 421 
S5A). Comparable observations were recently obtained by Bélanger et al. (2013). Our data 422 
show that the homeostasis (distribution and concentration) of most elements is not 423 
primarily affected by either exogenous N or CO2. It is the actinorhizal symbiosis that 424 
influences the most the homeostasis of elements in plant. Most elements (Fe, Mg, Al, Cu, 425 
V, Ti, Co, Mn) are affected in their concentrations in tissues but not in their distribution 426 
within the plant. Only P and Mo show both variation in distribution and concentration. The 427 
variations in concentration can reflect changes in metabolic needs or can simply be the 428 
result of variations in total biomass and biomass allocation. If plants acquire similar amount 429 
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of elements, the plants achieving higher biomass could artificially achieve lower elemental 430 
concentration in tissues. This would be particularly true for elements with low biological 431 
interest or unknown function (i.e Al, Ti) located in storage tissues such as roots.  432 
Discriminate analysis identified Mo, Mg, Mn and P as discriminators (Fig. 4). These 433 
nutrients are utilized by N2 fixation and photosynthesis (Frankia sp. infection). The 434 
predominant allocation of Mo to nodules and the high concentration of Mo in nodules are 435 
consistent with the elevated Mo demand of the nitrogenase and support our previous 436 
observations in A. glutinosa (Bélanger et al., 2013). As N2 fixation requires a large amount 437 
of energy (16 moles of ATP are consumed for each mole of N2 reduced to ammonia), it is 438 
not surprising that the establishment of the actinorhizal symbiosis strongly affects the 439 
distribution of P in nodules. However, the processes driving changes in P concentration in 440 
tissues are harder to establish. In our experiments P is provided in excess. Thus, the 441 
observed variations in P concentration can be due to changes in metabolic needs and also 442 
reflect dilution of P stocks in the plants. Finally, the establishment of the symbiosis applies 443 
an increase in the carbohydrate demand to sustain the activity of the symbiont. This higher 444 
demand is likely met through improved photosynthesis activity which strongly relies on Mg 445 
(as essential component of the chlorophyll and ATP) and Mn (critical to the photosystem). 446 
This was inconsistent with the observed homeostasis of Mg; the main stock of Mg was 447 
always in the roots, but its concentration in leaves significantly increases in the presence of 448 
the actinorhizal symbiosis in all treatments (Fig. 4), despite the significantly higher leaf 449 
biomass. As opposed to what was observed with Mg, Mn homeostasis was not consistent 450 
with an increased photosynthesis activity due to the presence of the symbiont. Mn was 451 
always primarily associated with leaves but its concentration in leaves always decreases in 452 
presence of Frankia sp. (for comparable treatments). This result indicates that Mn was 453 
present in excess in leaves compared to the metabolic need (photosynthesis). Thus, the 454 
observed concentration in leaves could simply illustrate the dilution of this Mn stock in 455 
plants with higher biomass. However, changes in biomass cannot fully explain the observed 456 
data either (compare Fig. 4D or Fig.1). Mn homeostasis can be the result of complex 457 
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interactions between changes in metabolic needs, biomass production and allocation. The 458 
effect of unaccounted feedback processes cannot be ruled out. 459 
 460 
P, Mg and Mo homeostasis in actinorhizal symbiosis in relation to climate change? 461 
 Our study reveals that under our conditions (< 45 ppm exogenous N) alder shrubs take 462 
advantage of elevated CO2 only when in actinorhizal symbiosis. However, this response 463 
observed under nutrient (P and metals) replete conditions might be significantly altered in 464 
natural habitats, often limited by P. Under P limiting conditions the homeostasis response 465 
of Alnus sp. to Frankia sp. infection would likely involve reallocation of P from other 466 
tissues towards the nodules which could affect critical processes such as photosynthesis. 467 
This would very likely affect the ability of the actinorhizal symbiosis to positively respond 468 
to elevated CO2 (see above). Further research is required to understand the response of the 469 
actinorhizal symbiosis to elevated CO2 under limiting P condition. 470 
Similar conclusions can be made for Mo, Mg and any other micronutrients. Mo is a scarce 471 
element in soil (Wedepohl, 1995) and the limitation of asymbiotic N2 fixation by Mo has 472 
been reported in many ecosystems (Silvester, 1989; Barron et al., 2008; Jean et al., 2013). 473 
While Mo limitation of symbiotic N2 fixation in natural habitat has not been clearly 474 
established, Mo has been suggested to limit the response of leguminous plants to elevated 475 
CO2 (Hungate et al., 2004). Under our experimental conditions Mo was abundant and very 476 
easy to acquire (MoO4
2-
). The total amount of Mo in the whole plant was comparable in 477 
nodulated and non-nodulated plants (data not shown), and mostly corresponded to the total 478 
amount of Mo added to the Magenta boxes during the experiment. The significant 479 
difference in Mo concentrations between plant tissues (above ground versus below ground) 480 
was mostly the result of the contrasted distribution of Mo driven by the presence of Frankia 481 
sp. and differences in total biomass production. Clearly, a better understanding of Mo 482 
homeostasis in actinorhizal symbiosis under Mo limiting conditions is needed to evaluate 483 
the response of actinorhizal plants to climate change. 484 
 485 
 486 
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Effect of exogenous N and CO2 on litter quality? 487 
The chemical composition of leaves is of prime importance for the biogeochemical cycling 488 
of many nutrients. Litter fall is a major vector of transfer of nutrients to the top soil where 489 
asymbiotic N2 fixation is very active (Thompson and Vitousek, 1997). Moreover, Wichard 490 
et al. (2009) suggested that tree and microbial communities in top soil could be involved in 491 
a mutualistic relationship for nutrient (i.e. Mo and N) exchange and recruitment. Recently, 492 
we demonstrated that under N limited conditions and in absence of Frankia sp., A. 493 
glutinosa transferred elevated amounts of Mo to its shoots. We interpreted this observation 494 
as a mechanism which transfers Mo to the leaf litter, ultimately resulting in the stimulation 495 
of asymbiotic N2 fixation in top soil, to the benefit of plants (Bélanger et al., 2013, Wichard 496 
et al. 2009). In the present work, using A. crispa and A. rugosa, we confirmed that Mo 497 
distribution and concentration in above ground tissues was strongly affected by exogenous 498 
N and Frankia sp. infection (but not by the tested CO2 concentrations); under low 499 
exogenous N and in absence of Frankia sp. Mo was mostly transferred to above ground 500 
tissues where it was more concentrated than in any other tissues under any other conditions 501 
which supports our previous findings (Bélanger et al., 2013). To have a higher spatial 502 
resolution of metal accumulation in alder, we also dissected aerial tissues into leaves and 503 
stems in the present study. Here, our results suggest that stems may be the main site of Mo 504 
accumulation in absence of the actinorhizal symbiosis and under N limitation. The reason 505 
for this is still unclear but organic ligands with catechol moiety are preferred complexing 506 
agents for Mo (Wichard et al., 2009), which might be particularly present in this tissue. 507 
Indeed, phenolic and catecholate compounds, such as tannins, present in plant stems and 508 
leaves play an essential role in phytochemistry likely influencing Mo speciation which 509 
however remains to be fully characterized in future studies. Nonetheless, even if Mo is 510 
mainly accumulated in stems, Mo concentration in leaves of non-nodulated plants is up to 511 
10 times higher than in nodulated ones. These observations tie into the Mo/N mutualism 512 
hypothesis: Mo rich litter could stimulate asymbiotic N2 fixation in top soil which is has 513 
been found to be limited by Mo (Barron et al., 2008, Jean et al., 2013). 514 
 515 
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Conclusion 516 
The infection of A. crispa and A. rugosa by Frankia sp. allows the plants to respond to 517 
elevated CO2 up to 1000 ppm (the estimated maximum for 2100), independently of the 518 
concentration of exogenous N (up to 45 ppm). Since alder is the dominant N2 fixing tree in 519 
boreal ecosystems, the ability of the actinorhizal symbiosis to positively respond to 520 
elevated CO2 could have significant effects on the carbon sink in boreal forests and on 521 
ecosystem function. Interestingly enough, the biogeochemical feedbacks of such 522 
phenomena are very complex and hence difficult to predict. For instance, it remains to be 523 
investigated in ongoing studies whether other nutrients such as P and micronutrients (i.e. 524 
Mo) will limit the response of actinorhizal alders to elevated CO2. However, the data 525 
collected in this study provide a first valuable database on the effect of exogenous N and 526 
CO2 on the development and nutrients (P and metals) homeostasis in alder under 527 
micronutrient replete conditions. These data can be used as reference in subsequent works 528 
to evaluate the effect of key nutrients availability (i.e., P, Mo, Mg, Mn) on the response of 529 
actinorhizal symbiosis to elevated CO2.  530 
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 13 
The hydroxamate siderophore ferricrocin was identified in Cladosporium cladosporioides 14 
growth medium by solid phase extraction and ultra high pressure liquid chromatography 15 
coupled to a time of flight mass spectrometer (UHPLC/QTOF-MS). Both desferricrocin 16 
and ferricrocin were detected in the extracellular medium assisted by high resolution 17 
masspectrometry. This is the first identification of a hydroxamate siderophore in 18 
Cladosporium cladosporioides. This finding emphasizes the common meaning of 19 
ferricrocin in the fungi reign. 20 
 21 
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Cladosporium cladosporioides (Mycosphaerellaceae) is one of the most common indoor 27 
and outdoor molds. This fungi is easy to cultivate and environmentally relevant organism; it 28 
is a ubiquitous saprophyte living on organic residues in soils [1]. It can be pathogenic to 29 
various plants such as wheat [2]. While it is not known to be pathogenic to humans, it 30 
might cause allergic reactions [3]. C. cladosporioides suits well as model organism for 31 
saprophyte fungi studies under controlled laboratory conditions. Even more important, C. 32 
cladosporioides produces a bunch of metabolites including calphostins (protein kinase 33 
inhibitors) [4, 5] and also siderophore-like, iron-chelating compounds as described by 34 
Daghino [6] using the Chrome azurol S -assay method [7]. Interestingly, various metal 35 
biosorption properties was reported for C. cladosporioides e.g., gold from solutions [8]. 36 
This process is a low-cost and often low-tech option for removal or recovery of base metals 37 
from aqueous wastes. However, the underlying chelating ligands produced and eventually 38 
released into the environment by the fungus are still poorly characterized as well as their 39 
exact functions on metal acquisition and homeostasis. Therefore, this study aimed to 40 
decipher iron complexing ligands in the growth medium of C. cladosporioides. 41 
 42 
Identification of siderophores in Cladosporium cladosporioides 43 
The following analytical process was utilized to identify siderophores: C. cladosporioides 44 
was cultured under various Fe concentrations in the growth medium, upon solid phase 45 
extraction of compounds from the supernatant of the fungi culture. The ligand production 46 
was surveyed for up-regulated compounds using ultra high pressure liquid chromatography 47 
time of flight mass spectrometry (UHPLC/Q-ToF-MS). Chromatographic peaks of potential 48 
siderophores were identified by comparisons of chromatograms of extracts from the 49 
supernatant of cultures with various iron concentrations. At this time it was not clear, if 50 
these compounds can also complex iron. Therefore, the isotopic pattern of the pseudo-51 
molecular ion of these potential Fe-complexes were investigated regarding the intensity of 52 
the 
54
Fe isotope: The possible iron chelator containing 
56
Fe has to be companied by the 53 
corresponding 
54
Fe isotopic signal at -1.9953 m/z with a maximum relative mass deviation 54 
of 5 ppm from the calculated mass of the 
54
Fe signal in the same spectrum [9]. The relative 55 
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intensity of the 
54
Fe-containing ion species has to be about 5 % compared to the peak 56 
originating from the 
56
Fe-containing ion [9]. Finally, siderophore candidates were 57 
compared with known siderophores of the most related species of C. cladosporioides. 58 
 59 
Analysis of various cultures extracts revealed different peaks, which were produced under 60 
low Fe concentration (Fig. 1A, 1B). Using the UHPLC/Q-ToF-MS (Nexera Maxis 3, 61 
Bruker, Germany) all up-regulated peaks were manually verified and the mass/intensity 62 
differences, between the 
56
Fe- and 
54
Fe-isotopic signals were measured (Fig. 1B). Among 63 
all of these peaks, two compounds were particularly interesting: 1 at R1 =1.30 min and 2 at 64 
R2 =1.38 min. Compound 2 revealed an exact mass difference of -1.996, which is close to 65 
the theoretical value of -1.9953 and indicates hence an iron complex. Moreover, when 66 
ferric citrate was added to the culture medium (Fig. 1A), compound 1 disappeared. Upon 67 
this screening, the exact mass of the pseudo-molecular ion was used to search for known 68 
siderophores by mass matching. The determined m/z of 771.2462 69 
([M+H]
+
= C28H45N9O13Fe) revealed the hydroxamate siderophore ferricrocin (theoretical 70 
mass: 771.2481 Da, 1.9 ppm) described for the first time by W. Keller-Schierleinin 71 
extracted from the Aspergillaceae [10].  72 
The mass spectrum shows the molecular ion m/z 771 [M-3H+Fe+H]
+ 
and its sodium adduct 73 
m/z 793
 
measured in positive mode. Furthermore, the mass spectrum of compound 1 with 74 
the mass of the pseudo-molecular ion m/z 718 [M+H]
+
 corresponds to the free ligand 75 
desferricrocin [M+H]
+ 
and its sodium adduct m/z 740
 
(Fig.2 A,B).  76 
To prove peak purity, the pH of the eluent was adjusted with ammonium acetate to 7. Now, 77 
compound 1 eluted at R1 = 1.43 min (m/z 716 [M-H]
-
) and the potential iron complex, 78 
compound 2, eluted at R2 = 1.53 min (m/z 769 [M-4H+Fe]
-
) (data not shown). Finally, we 79 
confirmed the identity of the identified siderophore by co-injections with authentic 80 
standards of desferricrocin and extracts from the iron depleted C. cladosporioides culture 81 
medium at a given ratio of 6:1 (Fig. 3). 82 
 83 
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To the best of our knowledge this is the first report of a hydroxamate siderophore found in 84 
growth medium of C. cladosporioides. Ferricrocin is a common siderophore of 85 
ascomycetous fungi including Aspergillus fumigates and Neurospora [11]. Interestingly, it 86 
is also known as an intracellular siderophore involved in iron storage in other saprophyte 87 
fungi of the genus Aspergillus [12]. Ferricrocin has also been identified in ectomycorrhizal 88 
fungi, such as Cenococcum geophilum [13]. Our results provide clear evidence for the 89 
presence of ferricrocin in C. cladosporioides. Further research projects will now address the 90 
ecophysiological functions of ferricrocin on the acquisition of iron and other metals under 91 
competitive conditions in presence of e.g., mycorrhizal fungi involved in association with 92 
e.g., higher plants. 93 
 94 
Experimental 95 
Materials: Reference standard of desferricrocin was purchased from EMC-Microcollection 96 
GmbH (Tübingen, Germany). All ingredients for the modified Melin-Nokrans medium 97 
(MNM) [14] were reagent grade and purchased from Sigma-Aldrich (Canada or Germany). 98 
 99 
Bacterial strain and culture conditions: C. cladosporioides was cultured in triplicate in 250 100 
mL Erlenmeyer flasks shaken at 130 rpm at 30°C in order to avoid possible iron storage by 101 
the fungal mycelium [13]. The MNM medium had the following composition 102 
in g / L: 0.066 CaC12 H2O; 0.025 NaCl; 0.5 KH2P04; 0.15 MgSO4 7H2O; 25 × 10-6 103 
thiamine; 0.25 (NH4)2HPO4; 3.0 malt extract; 5.0 glucose. The pH of the culture medium 104 
was adjusted to 5.5. For identification of potential siderophores, the ferric citrate 105 
concentration was adapted accordingly in [mol / L]: 3 × 10-5, 1.5 × 10-6, 6 × 10-7 and 106 
without Fe (lower than 6 × 10-7). The potential siderophore was extracted from the 107 
supernatant (V = 150 mL) of cultures after 21 days of cultivation. 108 
 109 
Extraction of siderophores from the culture medium: The hydroxamate siderophore was 110 
extracted from the culture filtrates by solid-phase extraction using HLB-cartridge [15] 111 
(Oasis HLB Plus, 225 mg sorbent per cartridge, 60 µm particle size, Waters, Milford, 112 
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USA). Cartridges were preconditioned with 5 mL of MeOH, and equilibrated with 5 mL of 113 
distilled water. Cell-free growth media (150 ml) were loaded on the cartridge at 1 mL / min. 114 
Cartridges were rinsed with 5 mL of distilled water to remove the excess of salts. Then, the 115 
analytes were eluted using 10 mL of MeOH into a test tube. Finally, the extracts were 116 
concentrated under a flow of N2 to an approximate volume of 0.5 mL and subsequently 117 
analyzed by UHPLC/QTOF-MS [15]. 118 
 119 
Identification of ferricrocin: The siderophore extracts were separated on a reversed phase 120 
UHPLC column (Waters, BEH C18, 2.1 × 50 mm, 1.7 μm) with a binary gradient system at 121 
a flow rate of 0.6 mL / min and a gradient program published in [16]. The UHPLC eluents 122 
at pH 2.3 (positive mode) were the following: (A) distilled water + 0.1% formic acid and 123 
(B) acetonitrile + 0.1% formic acid (pH 2.3). For analysis at pH 7 (negative mode), the 124 
eluents were following: (A) distilled water + 1 mmol / L ammonium acetate and (B) 90% 125 
acetonitrile (v/v) + 1 mmol / L ammonium acetate [16]. Measurements were performed on 126 
an AcquityTM ultra performance LC (Waters, Milford, MA, USA) coupled to an ESI-127 
QToF mass spectrometer (Micromass, Manchester, UK). The software MassLynx version 128 
4.1 was used for data acquisition. 129 
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Summary 20 
Biological nitrogen fixation can be catalyzed by three isozymes of the enzyme nitrogenase: 21 
Mo-nitrogenase, V-nitrogenase and Fe-nitrogenase. The activity of these isozymes strongly 22 
depends on their metal cofactors, Mo, V and Fe, which bioavailability is variable in 23 
ecosystems. Here, we show how metal bioavailability can be affected by the presence of 24 
tannic acid (organic matter), and the subsequent consequences on diazotrophic growth of 25 
the soil bacterium Azotobacter vinelandii. In the presence of tannic acid, A. vinelandii 26 
changes its metal acquisition strategy by producing a higher amount of metallophores. 27 
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Interestingly, this coincided with an active, regulated and concomitant acquisition of Mo 28 
and V under cellular conditions that are usually considered not Mo limiting. The associated 29 
nitrogenase genes exhibit reverse expression, with decreased nifD expression and increased 30 
vnfD expression. Thus, in limiting bioavailable metal conditions, A. vinelandii takes 31 
advantage of its nitrogenase heterogeneity to ensure optimal diazotrophic growth. 32 
 33 
Keywords: Azotobacter vinelandii, nitrogen fixation, metallophores, tannic acid 34 
 35 
Introduction 36 
Biological nitrogen fixation (BNF), the reaction that converts atmospheric dinitrogen (N2) 37 
into bioavailable ammonia (NH3), is the main source of new nitrogen (N) in unmanaged 38 
ecosystems (Galloway et al., 2004). This reaction is key to the understanding of the N cycle 39 
and it has been shown to limit net primary production in many ecosystems (Vitousek & 40 
Howarth, 1991; Elser et al., 2007; LeBauer & Treseder, 2008). BNF is performed by 41 
prokaryotes involved in symbiotic associations with higher plants, mosses and fungi or 42 
living freely in soils. Nitrogen fixers use the enzyme nitrogenase, a metalloprotein, to 43 
catalyze the reaction. Three isoforms of the nitrogenase have been described to date and 44 
classified based on the metal present in the cofactor: the molybdenum nitrogenase (Mo-45 
Nase), the vanadium nitrogenase (V-Nase) and the iron-only nitrogenase (Fe-Nase) (Bishop 46 
et al., 1980; Bishop et al., 1982; Hales et al., 1986; Robson et al., 1986; Chisnell et al., 47 
1988; Schneider et al., 1991; Rehder, 2000). The canonical Mo-Nase is the most efficient 48 
isozyme at room temperature and is found in all diazotrophs. The less efficient V-Nase and 49 
Fe-Nase, also called alternative nitrogenases, are present in only few N2 fixers and have 50 
never been reported in microorganisms living in symbiotic associations with higher plants 51 
(Eady, 1996). Thus, the Mo-Nase is considered as the predominant isozyme responsible for 52 
N2 fixation worldwide. However, several evidences invite to question this paradigm. First, 53 
among the trace metals essential for N2 fixation (Mo, Fe and V), Mo is the least abundant in 54 
the continental crust (Wedepohl, 1995). Furthermore, several studies have reported that Mo 55 
is limiting BNF in many aquatic and terrestrial ecosystems (Silvester, 1989; Barron et al., 56 
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2009; Glass et al., 2012; Jean et al., 2013). The presence of alternative nitrogenases has also 57 
been reported in diverse aquatic and terrestrial ecosystems (Loveless et al., 1999; 58 
Betancourt et al., 2008; Hodkinson et al., 2014). While the importance of alternative 59 
nitrogenases to BNF is becoming increasingly evident (Reed et al., 2011), our 60 
understanding of the conditions under which alternative nitrogenases come at play in 61 
natural habitats remains incomplete. Temperature could be an important parameter, 62 
considering that the V-Nase achieves a higher efficiency to reduce N2 than the Mo-Nase 63 
under low temperature (< 15˚C) (Miller and Eady, 1988). Another determinant factor could 64 
be the relative availability of Mo and V for N2 fixers. Even if our understanding of Mo and 65 
V availability in soil for N2 fixers is still limited, it is known that V is in average 50-200 66 
times more abundant in the earth crust than Mo (Wedepohl, 1995).  67 
Molybdate (VI), MoO4
2-
, the main species of Mo in soil solution, has shown to be strongly 68 
complexed with plant-derived tannins and tannin-like compounds in the topsoil (leaf litter 69 
layer) and with iron oxides in deeper soils across a wide range of pH (Wichard et al., 70 
2009a). Hereby, binding of Mo to natural organic matter (NOM) helps prevent its leaching, 71 
and is thus a critical process supporting BNF (Wichard et al., 2009a). However, the binding 72 
of Mo to NOM can also further limit its availability to N2 fixers.  73 
In the environment, depending on the oxic-anoxic conditions vanadium is mainly found as 74 
vanadium (IV) and vanadium (V) oxoanions in aqueous solution (Wanty and Goldhaber, 75 
1992). Electron spin resonance spectroscopy (ESR) has shown that oxovanadium 76 
complexed with tannic and humic acids has spectral parameters similar to those of 77 
complexes with carboxylate groups or salicylate and o-catecholate chelating sets, over the 78 
range of pH 2 to 6 (Branca et al., 1990). Under acidic pH conditions, ESR spectra revealed 79 
that humic substances may reduce vanadium (V) to vanadium (IV), which is then bound to 80 
oxygen donor atoms, probably at carboxylic acid sites in the humic substances (Lu et al., 81 
1998). At pH above 6, there is no reduction in the presence of humic substances and, near 82 
pH 7, vanadate (VO4
3-
) is stabilized by binding to humic substances (Lu et al., 1998) as also 83 
observed for molybdate bound to tannic acids in aqueous leaf litter extracts (Wichard et al., 84 
2009a) and tannic acid enriched matrices (Deicke et al., 2014). Summing up, tannic acid 85 
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shows o-catecholate coordination yielding stable complexes of the tris(catecholate)vanadate 86 
(V) type and tris(catecholate)molybdate (VI), respectively. 87 
Organisms have developed efficient strategies to retrieve metals from their environment by 88 
producing small organic ligands, known as metallophores, to impact metal speciation in the 89 
extracellular environment and better control metal acquisition (Kraemer et al., 2014). In the 90 
diazotroph bacterium A. vinelandii a specific and highly regulated uptake system for the 91 
acquisition of nitrogenase metal cofactors (Fe, Mo and V) relying on metallophores, 92 
especially azotochelin and protochelin, has been extensively described (Cornish and Page, 93 
1995; Duhme-Klair, 2009; Kraepiel et al., 2009; Wichard et al., 2009b). In this 94 
metallophore-based acquisition strategy, trans-complexation with bacterial metallophores is 95 
key to recruit Mo and likely V from natural sources. However, most studies on Mo and V 96 
acquisition and homeostasis have been performed under controlled laboratory conditions in 97 
which metal were provided under highly available forms (uncomplexed molybdate and 98 
vanadate).  99 
The influence of the presence of organic matter on the efficiency of N2 fixers (i.e. A. 100 
vinelandii) to acquire and use essential metals for N2 fixation is mostly unknown. 101 
Considering that many non-symbiotic N2 fixers including e.g. Azotobacter spp. are active in 102 
the leaf litter and O-horizon of soils, both very rich in organic matter, we have evaluated the 103 
effect of natural organic matter (NOM), on metal acquisition and use by diazotrophic A. 104 
vinelandii. We used tannins as a model substance for dissolved organic matter (DOM) in 105 
growth media. Hereby tannins are defined as water-soluble phenolic compounds, with a 106 
molecular weight ranging between about 500 and 3000 Daltons (Hättenschwiler and 107 
Vitousek, 2000). 108 
In order to get a comprehensive view of the impact of tannic acids (TA) on Mo and V 109 
acquisition and use by A. vinelandii, we evaluated the effect of the supplementation of 110 
growth media with TA on: (1) bacterial growth (2) cellular Fe, V and Mo quotas, (3) 111 
production of metallophores, and (4) relative expression of three nitrogenase genes. 112 
Experiments were conducted under equimolar concentrations of Mo and V ([Mo] = [V] = 113 
1x10
-7
 M) and in the presence of an excess of V ([Mo] = 5x10
-8
 M; [V] = 2x10
-7
 M) to 114 
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mimic the relative abundance of these metals in natural leaf litters (Jean et al., unpublished 115 
data). We found that the presence of tannic acid significantly impacts Mo and V acquisition 116 
strategy by A. vinelandii. Notably, the production and release of metallophores is 117 
significantly increased in the presence of high levels of TA. Interestingly, V acquisition in 118 
the presence of tannic acid is initiated before Mo quotas become limiting for diazotrophic 119 
growth. Finally, we observed that addition of TA leads to an increased expression of vnfD, a 120 
gene coding for a V-Nase structural subunit and a decreased expression of nifD which codes 121 
for a Mo-Nase structural subunit. These results demonstrate that in the presence of TA A. 122 
vinelandii modulates its metal acquisition strategy by acquiring simultaneously Mo and V 123 
under cellular conditions that are usually considered as not Mo limiting, supporting an 124 
important biological role of the V-Nase for diazotroph function of A. vinelandii. 125 
 126 
Results 127 
Molybdenum and vanadium complexation by tannins 128 
To assess the effect of TA on metal acquisition by A. vinelandii, we first verified the 129 
complexation of Mo and V by tannins. Our data show that Mo and V were efficiently bound 130 
to TA and formed colored complexes with maximal absorbance at specific wavelengths 131 
(429 nm and 582 nm for Mo-TA and V-TA respectively, Sup. Inf. 1 Fig S1). These results 132 
are in agreement with previous photometric determination of Mo using TA as a colorimetric 133 
reagent (Kiboku and Yoshimura, 1958; Elwell and Wood, 1971) and other spectrometric 134 
methods to determine the  = 5.08) for stability constant (log  the V-tannate complex (ratio 135 
1:1, pH from 5 to 6) (Abdel-Gawad and Issa, 1986). Taken together, this suggests that 136 
tannic acids can sequestrate Mo and V from the aqueous phase.  137 
 138 
Diazotrophic growth rates and metal quotas 139 
In a first step toward understanding the effect of TA we investigated its impact on bacterial 140 
growth. Under equimolar conditions ([Mo]:[V] = 10
-7
 M), the exponential growth rates of 141 
A. vinelandii were not significantly affected by the presence of TA (µCtrl = 0.151 ± 0.001 h
-
142 
1
; µTA 10
-5
M = 0.149 ± 0.002 h
-1
 and µTA 5x10
-5
 M = 0.151 ± 0.002 h
-1
, see the inset of Fig. 1A). 143 
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However, the exponential phase was delayed by ~ 2 and 4 hours in the presence of 1x10
-5
 144 
M and 5x10
-5
 M TA, respectively, when compared to the control (Fig. 1A). When V was in 145 
excess ([Mo] = 5x10
-8
 M, [V] = 2x10
-7
 M), results were similar (Fig. 1B) (µCtrl = 0.149 ± 146 
0.006 h
-1
; µTA 10
-5
M = 0.147 ± 0.003 h
-1
 and µTA 5x10
-5
M = 0.158 ± 0.003 h
-1
, see the inset of 147 
Fig. 1 B) with a slightly shorter delay (~ 1.5 and 3 hours) at the beginning of the 148 
exponential phase. 149 
To investigate the specific effect of tannic acid on metal acquisition, we followed the 150 
evolution of intracellular metals (i.e. quotas) during growth. Results of statistical tests are 151 
presented in supporting information 2, (Tables S1 and S2). 152 
 Iron cellular quotas (QFe) (Fig. 2A and 2B). Fe cellular quotas were roughly 153 
constant throughout the growth (0.8-2x10
-2
 molFe molP
-1
) and were not significantly 154 
affected by the presence of TA, in both 1:1 or 1:4 [Mo]:[V] ratio experiments. The 155 
QFe measured in this study were within the range of QFe required to sustain 156 
diazotrophic growth (µ= (31 ± 16) x QFe– 0.2, Bellenger et al., 2011). 157 
 Molybdenum cellular quotas (QMo) (Fig. 2C and 2D). Mo cellular quotas 158 
significantly decreased with growth and achieved similar trends in all treatments. 159 
The presence of TA had no significant effect on QMo as compared to the control, 160 
with the exception of QMo in presence of 5x10
-5
 TA in [Mo]:[V] = 1:1 experiments. 161 
In the lag phase (until OD620 = 0.1), Mo cellular quotas were high in all cultures 162 
(~1-5x10
-3
 molMo molP
-1
). Then, QMo decreased with cell division, until OD620 163 
0.2/0.4 was reached. For OD620 > 0.4, the decrease in QMo was decoupled from cell 164 
division. At the end of the exponential phase, QMo (~3-5x10
-4
 molMo molP
-1
) for 165 
experiments performed under [Mo]:[V] = 1:1 remained higher than the optimum 166 
QMo required to sustain diazotrophic growth in A. vinelandii µ= (607 ± 188) x QMo, 167 
Bellenger et al., 2011).  For [Mo]:[V] = 1:4 experiments, QMo dropped within the 168 
range of optimum QMo (~1-2x10
-4
 molMo molP
-1
). 169 
 Vanadium cellular quotas (QV) (Fig. 2E and 2F). Vanadium cellular quotas were 170 
affected by both the growth and the presence of TA. As observed for QMo, Qv were 171 
higher at the beginning of growth when compared to the exponential phase. Qv 172 
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measured were different between treatments but were not positively correlated to 173 
TA concentrations; the highest quotas were observed for cells grown with of 1x10
-5
 174 
M TA while controls had the lowest Qv. Qv as a function of growth achieved 175 
contrasted trends in the presence and absence of TA. Without TA, Qv decreased 176 
throughout the growth. With TA, Qv first decreased as a function of growth then 177 
remained roughly constant throughout the growth (OD620 > 0.2, Fig. 2E and 2F). Qv 178 
reached in the presence of TA were significantly lower in experiments with 179 
equimolar [Mo]:[V] than in experiments with an excess of V. These Qv were close 180 
or within the range of optimum Qv required to sustain the diazotrophic growth of A. 181 
vinelandii (V = (521 ± 94) x QV, Bellenger et al., 2011) for [Mo]:[V] = 1:4 and 182 
were lower than the optimum range for experiments with [Mo]:[V] = 1:1.  183 
 184 
Metallophores production during diazotrophic growth 185 
A. vinelandii produces at least five metallophores: 2,3-dihydroxybenzoic acid (DHBA), 186 
aminochelin, azotochelin, protochelin and the pyoverdine-like azotobactin (Kraepiel et al., 187 
2009). Among these metallophores, two were detected in culture supernatants: the 188 
biscatechol azotochelin and the triscatechol protochelin (Fig. 3). 189 
 Protochelin was produced in all conditions tested, and found as free ligand and 190 
complexed to Fe or V (for [Mo]:[V] = 1:1 or [Mo]:[V] = 1:4 respectively). In 191 
control cultures, the amount of protochelin in the medium remained roughly 192 
constant during growth, 5.5 to 8.8x10
-8
 M and 1.6 to 3.3x10
-7
 M for [Mo]:[V] = 1:1 193 
(Fig. 3A) and [Mo]:[V] = 1:4 (Fig. 3B), respectively. In the presence of TA the 194 
amount of protochelin was significantly higher than in the untreated control culture, 195 
especially in late exponential phase. At OD620 0.8 the concentration of protochelin 196 
was 6 and 28 times higher in the presence of TA, in both ratios of [Mo]:[V] = 1:1 197 
and 1:4, when compared to the control without added TA. 198 
 Azotochelin was not detected in control cultures before OD620 0.4 for [Mo]:[V] = 199 
1:1 (Fig. 3C) and 0.2 for [Mo]:[V] = 1:4 (Fig. 3D). Its concentration was fairly 200 
constant afterward (2.2x10
-7
 to 8.7x10
-7
 M for Mo]:[V] = 1:1 and 6.2x10
-8
 to 201 
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8.3x10
-8
 M Mo]:[V] = 1:4)). In the presence of TA, azotochelin was detected at an 202 
earlier stage of growth in [Mo]:[V] = 1:1 cultures (OD 0.1 with 5x10
-5
 M TA) and 203 
followed trends comparable to protochelin with a significantly higher concentration 204 
in late exponential growth phase. At OD620 0.8, azotochelin concentration was 1.7 205 
and 8.7 fold higher with 1x10
-5
 M and 5x10
-5
 M TA respectively, than in control 206 
cultures (Fig. 3C). In [Mo]:[V] = 1:4 cultures, this enhanced amount of azotochelin 207 
in the presence of TA is less marked with only 1.5 fold higher production in the 208 
presence of 5x10
-5
 M TA (Fig. 3D).  209 
 210 
Expression of nitrogenases genes 211 
The expression of the three nitrogenase genes nifD, vnfD and anfD was monitored by qRT-212 
PCR (Fig. 4) at different times along exponential growth to determine whether the 213 
isoform(s) expressed for N2 fixation correlated with the acquired metal  subunits of Mo-214 
nitrogenase, cofactors (quotas). These target genes encode the  V-nitrogenase, and Fe-215 
nitrogenase, respectively (Rubio and Ludden, 2005). 216 
 Equimolar Mo and V concentrations (Ratio [Mo]:[V] = 1:1) (Fig. 4A, C, E): 217 
Globally, nifD expression slightly decreased during exponential phase, especially in 218 
the presence of TA (up to a 4 fold difference). From the early to mid-log phase, nifD 219 
relative expression was high regardless of the presence of TA. At the end of the log 220 
phase, nifD mRNA levels exhibited a 4-fold decrease in the presence of TA 5x10
-5
 221 
M as compared to the untreated control. In contrast to nifD, vnfD expression 222 
increased along the growth, especially in the presence of TA (up to 11 fold). At the 223 
end of the log phase, the presence of TA led to a 5-fold increase of vnfD mRNA 224 
level as compared to the control. anfD expression was barely affected by growth 225 
and treatments. 226 
 In the presence of an excess of V (Ratio [Mo]:[V] = 1:4) (Fig. 4B, D, F): All the 227 
trends observed above were clearer and emerged earlier. nifD expression decreased 228 
along the exponential growth in all conditions (up to 5 fold difference with 5x10
-5
 229 
M TA). At the early log phase, the presence of TA (1x10
-5
 M) led to a twofold 230 
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decrease of nifD as compared to the control. This difference is vanished at mid and 231 
end-log phase. vnfD expression was strongly induced during growth with and 232 
without TA (up to 382 fold). The significant effect of TA appeared at mid-log phase 233 
with a twofold increase of vnfD expression in the presence of TA (5x10
-5
 M).  The 234 
expression of anfD remained relatively stable along the log phase and in all 235 
conditions. 236 
 237 
Discussion 238 
Our data show that the presence of TA has a significant effect on both the strategy of metal 239 
acquisition by A. vinelandii and the activation of its three nitrogenase isoforms. 240 
In common artificial growth media bacteria have access to readily bioavailable Mo and V 241 
sources; un-complexed molybdate and vanadate (Cornish and Page, 1995; Duhme et al., 242 
1998; Bellenger et al., 2011). In the presence of TA, both Mo and V are complexed (sup. 243 
inf. 2, Fig S1) which strongly reduces their bio-availability. This stress on metal acquisition 244 
caused by TA triggered a significant increase in metallophore amount released by A. 245 
vinelandii (Fig. 3). This suggests that bacteria in culture supplemented with TA have to 246 
invest in metallophores production and preconditioning of their environment likely to 247 
enhance trans-complexation and thus metal bioavailability. Indeed, complexes of Mo or V 248 
with azotochelin and protochelin possess higher stability constants than those with tannic 249 
acids indicating that protochelin and azotochelin can retrieve Mo and V from TA (Abdel-250 
Gawad and Issa, 1986; Bellenger et al., 2008a). This is further supported, by the flatter 251 
curve in the Job´s plots (titration experiments, Fig. S1) obtained for Mo and V complexed 252 
with TA as compared to the Mo and V complexed with protochelin and azotochelin 253 
(Bellenger et al., 2007; Deicke et al., 2013). 254 
Therefore we conclude that the delay of growth during the log phase compared to the 255 
control culture without TA supplementation is due to the enhanced production of 256 
metallophores necessary to recruit the metals from the tannate complex for exponential 257 
growth to occur. It is also worth noting that the presence of TA does not simply affect the 258 
amount of metallophore produced, but also seem to affect the profile of produced 259 
 251 
 
azotochelin and protochelin (Fig. 3). More precise dynamics of complexation and 260 
subsequent uptake of the complexes should be carried out in further studies with a higher 261 
temporal resolution as previously done by Deicke et al., 2013 under standard laboratory 262 
growth condition for A. vinelandii.  263 
The presence of TA does not simply impact metallophore amount; it also has significant 264 
effects on the metal acquisition strategy used by the bacterium. Fe cellular quotas (QFe) 265 
were affected neither by the growth nor the presence of TA. This was expected since Fe was 266 
supplied as Fe-EDTA, a strong complex (stability constant log β = 25.7) (Martell and 267 
Smith, 1989). Taking the stability constant of Fe-tannic acid into account (see above), the 268 
presence of TA likely did not significantly affect Fe chemistry in solution at concentrations 269 
tested, and the ability of A. vinelandii to acquire iron (Fig. 2). 270 
In both conditions ([Mo] = [V] and [V] = 4 [Mo]) cellular Mo quotas (QMo) are within or 271 
above the optimal range required to sustain diazotrophic growth. Under such conditions, V 272 
is not required for diazotrophic growth and it is not expected to be actively taken up by the 273 
bacteria. This assumption is confirmed in control cultures where Qv decrease with cell 274 
division during growth suggesting limited or no acquisition of new V from the medium (V ≤ 275 
10
-23
 molV cell
-1
 min
-1
) (Fig. 2 and Sup. Info. 3, Fig. S2). The V intracellular pool at the 276 
early stage of growth likely results from the acquisition of free vanadate through low 277 
affinity uptake systems or passive diffusion. The significance of low affinity uptake 278 
systems for metal acquisition is strongly reduced after production of metallophores 279 
complexing both Mo and V in the growth medium. Once complexed by metallophores, V 280 
acquisition is tightly regulated (Bellenger et al., 2008b). In the presence of TA, acquisition 281 
of V starts, and is actively controlled, earlier in the growth than in the absence of TA.  From 282 
OD ~ 0.2, cellular V quotas (Qv) are maintained constant despite active cell division 283 
showing an acquisition of V from the medium at rates 2 to 96 times higher than in control 284 
cultures (~ 10
-22
 – 10-21 molV cell
-1
 min
-1
) (Fig. 2, Sup. Info Fig. S2). This acquisition is 285 
unlikely to result from V acquisition through low affinity uptake systems because (i) a large 286 
fraction of V is complexed to TA (Sup. Inf. 1, Fig. S1) and (ii) at OD = 0.2 enough 287 
metallophores (at least ~ 10
-7
 M) have been released to complex any V (and Mo) eventually 288 
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present in solution. It is also worth noting that V uptake rates calculated for OD > 0.2 (Sup. 289 
Info. Fig. S2) are consistent with published rates for V-metallophore complexes in A. 290 
vinelandii (Bellenger et al., 2008b). In the presence of 5x10
-5
 M TA and V excess ([Mo]:[V] 291 
= 1:4), both cellular V quotas (Qv) and V uptake rates (ρV) reach optimum Qv (Fig. 2F) and 292 
ρV (3x10
-21
molV cell
-1
 min
-1
) required to sustain diazotrophic growth at  = 0.15 OD h
-1
 293 
using V-Nase alone (Bellenger et al., 2011).  294 
The presence of TA also impact Nase expression since vnfD is significantly more expressed 295 
in the presence of TA than in untreated control. The decrease of nifD mRNA levels suggests 296 
that the Mo-Nase could be less used, and that this decrease could be compensated by 297 
increased vnfD expression. While A. vinelandii is known to store large amounts of Mo in 298 
specific storage systems (Pienkos & Brill, 1981; Fenske et al., 2005), no such storage 299 
system has been described for V to date. The accumulation of V in cells can easily become 300 
toxic if not used in nitrogenase. We thus hypothesize that V accumulated in the cells in the 301 
presence of TA is likely used to produce V-Nase. Furthermore, growth rates during 302 
diazotrophic exponential phase are similar independently of the presence of TA, implying 303 
similar N2 fixation rates in all conditions. Differences observed in nitrogenase activity 304 
between control and TA conditions using acetylene reduction assay (ARA) (Sup. Info. 4, 305 
Fig. S3) are thus likely due to the use of the alternative V-Nase, which efficiency is known 306 
to be lower than Mo-Nase, leading to less ethylene formed. During ARA, the V-Nase is 307 
known to produce ethane in addition to ethylene (Dilworth et al., 1987). Ethane production 308 
can thus be used as a proxy for V-Nase activity. Unfortunately, under our experimental 309 
conditions ethylene production during ARA was insufficient to efficiently quantify ethane, 310 
if any, which represents only 2-5% of the ethylene produced when the V-Nase is the only 311 
active nitrogenase (Schneider et al., 1991). Whether or not the V-Nase is active under these 312 
conditions remains to be confirmed. Nonetheless these data contrast with the general 313 
assumption that V-Nases are activated only under Mo limited conditions (Jacobson et al., 314 
1986; Luque and Pau, 1991; Jacobitz and Bishop, 1992; Bellenger et al., 2011).  315 
Active acquisition of V, and possibly use in V-Nase, under conditions during which cellular 316 
Mo quotas (QMo) are sufficient to sustain diazotrophic growth is very surprising. It might be 317 
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explained by the extra cost of metal acquisition in the presence of TA. In such conditions, 318 
the bacterium has access to limited amount of readily available Mo (non-complexed) in its 319 
environment and thus the probability of metal uptake is increased by the release of 320 
metallophores with high affinity constants to the trace metals (Kraemer, 2004). Considering 321 
the cost of the metallophore-based acquisition of Mo and V, it is likely that the bacterium 322 
optimizes metal acquisition and growth by acquiring and using any metal made available 323 
after metallophore production and not simply privilege Mo. The assumption that V is 324 
acquired and the V-Nase genes are activated only when Mo becomes limiting for 325 
diazotrophic growth might be an artifact due to the oversimplified conditions used in 326 
laboratory experiments to study metal acquisition and homeostasis in A. vinelandii, and 327 
other N2 fixers (Bellenger et al., 2011; Thiel and Pratte, 2013).  328 
The assumption of the predominance of Mo-Nase over other means of N2 fixation (V-Nase 329 
and Fe-Nase) is mostly based on the higher efficiency of the Mo-Nase to reduce N2 330 
compared to the alternative Nases (Masepohl et al., 2002). Higher efficiency of the Mo-331 
Nase was established in pure cultures where Mo and V were provided as inorganic forms or 332 
using purified enzymes, and is only verified at temperature above 15°C. The real efficiency 333 
of Nases to reduce N2 in natural habitats likely integrates the cost of metal cofactor 334 
acquisition. Our data illustrate that when N2-fixers, such as A. vinelandii, face metal 335 
acquisition challenges, their strategy of metal acquisition and nitrogenase expression can be 336 
deeply affected. These results also invite us to reconsider our concept of nitrogenase 337 
hierarchy, i.e. the view that Mo-Nase is the main nitrogenase and that V- and Fe-Nases are 338 
the alternative nitrogenases (Bellenger et al., 2011). This hierarchy was built on few key 339 
laboratory experiments that can hardly be transposed to natural habitats. It is worth noting 340 
that our experiments were performed under equimolar concentrations of Mo and V ([Mo] = 341 
[V] =10
-7
 M) or under a slight excess of V over Mo ([V] = 4 [Mo], 2x10
-7
 and 5x10
-8
 M). In 342 
natural habitats, such as leaf litters, V is often found at concentrations 10 to 50 folds higher 343 
than Mo (Jean et. al., unpublished). Thus our data likely underestimate the importance of V 344 
to sustain diazotrophic growth in the presence of natural organic matter. At a larger scale, 345 
the importance of free-living fixers with their alternatives nitrogenases to BNF has to be 346 
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reevaluated, as suggested by Reed et al., (2011) for a better understanding of N supply in 347 
natural ecosystems.   348 
 349 
Conclusion 350 
In soils Mo and V are complexed to various soil components, especially organic matter 351 
such as tannins and oxides. The ability of A. vinelandii, and other N2 fixers, to acquire and 352 
use the metal cofactors of the nitrogenase likely depends on the efficiency of their 353 
metallophore-based acquisition systems to compete with natural complexes retaining the 354 
essential metals. Thus, the use efficiency of one Nase over another in natural habitats likely 355 
relies, at least in part, on the efficiency of metal acquisition.  356 
This study shows that A. vinelandii is able to maintain optimal growth despite the presence 357 
of TA which binds both Mo and V. However, in the presence of TA, A. vinelandii has to 358 
release larger amounts of metallophores in order to compete with TA complexes and to 359 
maintain suitable Mo uptake. This extra cost seems to induce feedback mechanisms that 360 
lead to significant changes in both V acquisition management and nitrogenases expression. 361 
These feedback mechanisms remain to be fully characterized in further studies.  362 
Nonetheless, our data suggest that under hindered metal recruitment, such as the presence 363 
of natural organic matter, A. vinelandii manages the acquisition of nitrogenase metal 364 
cofactors and nitrogenase expression in a more versatile manner than previously reported.  365 
 366 
Experimental procedures 367 
Bacterial strain, Culture medium and growth conditions 368 
The bacterium Azotobacter vinelandii strain OP (ATCC 13705) was grown aerobically 369 
under diazotrophic conditions at 25˚C, 210 rpm in a liquid medium as described by 370 
Bellenger et al., 2011. Iron, vanadium and molybdenum concentrations were adjusted by 371 
additions of solutions of Fe-EDTA, NaVO3 and Na2MoO4 respectively, to reach [Fe] = 372 
5x10
-6
 M, [Mo] = [V] = 1x10
-7
 M or [Mo] = 5x10
-8
 M and [V] = 2x10
-7
 M depending on 373 
the experimental setup. All products were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MI, 374 
USA). 375 
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Two final concentrations of commercial tannic acid (TA) C76H52O46 (Fisher Science, 376 
Illinois), were tested: 1x10
-5
 M and 5x10
-5
 M equivalent to 100 – 250 times higher than the 377 
metal concentration to reduce the amount non-bound metals to a minimum at equilibrium. 378 
The inoculums were grown in a medium containing Fe as sole source of essential metal for 379 
BNF which is a pre-conditioning necessary to avoid any significant Mo and V pre-supply, 380 
and any Mo storage. Before inoculation of A. vinelandii, the media were left in growth 381 
conditions for at least 2 hours to insure complexation between tannic acid and metals 382 
achieves the equilibrium (complexation spectra of Mo and V by TA are presented in 383 
supporting information S1). Culture aliquots were collected at regular time intervals for the 384 
following analysis. 385 
 386 
Growth curves and growth rates 387 
Bacterial growth was monitored by measuring the optical density (OD) at 620 nm in a 1 cm 388 
polystyrene cuvette on a Genesys 20 spectrophotometer (Thermo Scientific). Growth 389 
curves were ) were obtained by plotting the OD measurements versus time. Growth rates ( 390 
determined by using the slope of growth curves [plotted as ln (OD) versus time] in the 391 
exponential phase.  392 
 393 
Cellular metal quotas 394 
Aliquots of cultures were taken at OD values of 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 and 0.8, representing 395 
the end of the lag phase and the exponential phase of growth. Aliquot volumes were 396 
adjusted to insure enough biomass for analysis. Samples were centrifuged 15 minutes at 397 
4400 rpm. The supernatants were collected for metallophore quantification (see below). 398 
Cell pellets were then washed 3 times for 5 minutes with 5 mL of a oxalate-EDTA solution 399 
(0.1 M – 0.05 M) (Tang and Morel, 2006). Samples were prepared for metals analysis as 400 
described by Bellenger et al., 2011 with some modifications. Briefly, cells were digested in 401 
500 µL of concentrated nitric acid (trace-metal grade) and 100 µL H2O2 with the DigiPREP 402 
Jr digester (SCP SCIENCE, Baie d’Urfé, Canada) at 65˚C for 30 minutes. Samples were 403 
diluted with MilliQ
®
 water to obtain 2% HNO3, spiked with internal standard (Rhodium) 404 
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and analyzed for their elemental contents (phosphorus (P), Fe, Mo and V) by ICP-MS 405 
(XSeries
®
 II, Thermofisher). Metal contents are reported in molmetal molP
−1
 according to 406 
Bellenger et al., (2011). Optimum cellular quotas were calculated based on growth rate and 407 
equation from Bellenger et al., (2011). 408 
 409 
Metallophores quantification 410 
Metallophores were extracted and quantified as previously described by Deicke et al., 411 
(2013) with minor modifications. Metallophores were separated on a reversed phase 412 
UHPLC column (Waters, BEH C18, 2.1 × 50 mm, 1.7 μm) with a binary gradient system 413 
with water/acetonitrile modified with 1 mmol / L ammonium acetate at pH 6.6 applied at a 414 
flow rate of 0.5 mL / min and the column temperature was set to 30 °C. Metallophores were 415 
extracted from the supernatant culture filtrates by solid-phase extraction using an HLB-416 
cartridge (Oasis HLB Plus, 225 mg sorbent per cartridge, 60 μm particle size, Waters, 417 
Milford, USA). Cartridges were preconditioned with 5 mL of MeOH (Optima LC/MS, 418 
Fisher scientific), and equilibrated with 5 mL of distilled water (Optima LC/MS, Fisher 419 
scientific). Cell-free growth media (10 mL) was loaded on the cartridge at 1 mL / min. 420 
Cartridges were rinsed with 5 mL of distilled water to remove the excess of salts. Then, the 421 
analytes were eluted with 5 mL of MeOH. Finally, the extracts were concentrated under a 422 
flow of N2 to a volume of 500 µL. 423 
The injection volume was 5 μL for the samples and calibration standards. Measurements 424 
were performed on maXis 3 high resolution MS (Bruker, Germany), equipped with the 425 
Nexera LC, (Shimadzu, Japan) and the software Data Analysis (Bruker, Germany) was 426 
used for data acquisition and analysis. Quantification of the identified metallophores was 427 
performed according to Deicke et al., (2013), but the total sum of each metallophore was 428 
calculated. 429 
 430 
RNA isolation and cDNA synthesis 431 
Total RNA extractions were performed on culture aliquots collected throughout exponential 432 
phases (OD620 = 0.2, 0.4, 0.6 and 0.8) using an RNeasy minikit (Qiagen) following the 433 
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manufacturer's instructions, with lysozyme used to digest cell membranes. In addition, to 434 
ensure that there was no contamination by genomic DNA, RNA samples were treated with 435 
Turbo DNase (Ambion) following the manufacturer's instructions. RNA purity and 436 
concentration were evaluated with the RNA chip Bioanalyzer 2100 (Agilent) and the 437 
spectrophotometer ND-1000 (Nanodrop). RNA samples were stored at -80°C. 438 
cDNA was prepared using the SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen), following 439 
the manufacturer's instructions. 50 ng of random hexamer primers (Integrated DNA 440 
Technologies) and 1 μg of total bacterial RNA were used in each reaction. After cDNA 441 
synthesis, template RNA was digested by alkaline hydrolysis with 10 µL NaOH 1 M 10 µL 442 
EDTA 0.5 M and 10 µL H2O, 15 min at 65˚C. The hydrolysis reaction was stopped by 443 
adding 25 µL HEPES 1 M. cDNA sample mixtures 25 were purified with the PCR 444 
Purification Kit (Qiagen) and stored at -80°C. A control reaction in the absence of reverse 445 
transcriptase (no-RT reaction) was performed. 446 
 447 
Quantitative PCR assays 448 
Quantitative PCR reactions were performed with Quantifast SYBR Green PCR master mix 449 
(Qiagen) using a Mastercycler ep gradient S realplex4 system (Eppendorf AG) for data 450 
acquisition and analysis. Reaction mixtures contained 2 µL of cDNA template and 1 M of 451 
primers (Table S3 supporting information 5). The PCR conditions were (i) 95°C for 5 min, 452 
followed by (ii) 40 cycles at 95°C for 10 s and 55°C for 30 s. Melting curves were carried 453 
out on the final reaction products (178-281 bp) to verify that amplification was specific to 454 
targets. Primer pairs showed different efficiencies: 90% for nifD F2/R2, 95% for vnfD 455 
F2/R2, 88% for anfD F4/R4, and 103% for rpoD Fw/Rev (data not shown). For 456 
normalization, the RNA polymerase σ70 subunit gene rpoD was used (Savli et al., 2003) 457 
and results presented as relative expression based on the ΔCt calculation method. 458 
Experiments were carried out in at least three biological replicates, each with three 459 
technical replicates, and combined.  460 
 461 
 462 
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Statistics and curve fitting 463 
Statistical analyses and exponential fitting were all realized with the software GraphPad 464 
Prism 6.00 for Windows, La Jolla California USA, www.graphpad.com. Two-way ANOVA 465 
was performed, followed by the Tukey’s multiple comparisons test to compare the growth 466 
and/or tannic acid effect. 467 
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Figure and table legends 632 
Figure 1: Growth curves of Azotobacter vinelandii. 633 
Absorbance at 620 nm was plotted versus time for the three conditions tested. The inset 634 
shows curves fitting of growth by a nonlinear regression (exponential growth) and the 635 
growth rate values obtained for each condition at the exponential phase. A. Ratio [Mo]:[V] 636 
= 1:1. B. Ratio [Mo]:[V] = 1:4. Values represent the mean ± SD; n = 3. Ctrl: control. TA: 637 
tannic acid. 638 
 639 
Figure 2: Evolution of cellular metal to phosphorus quotas in Azotobacter vinelandii  640 
Metals content was measured at OD = 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 and 0.8. A, C and E. Iron, 641 
molybdenum and vanadium quotas for Mo:V = 1:1 ratio. B, D and F. Iron, molybdenum 642 
and vanadium quotas for Mo:V = 1:4 ratio. Zones between grey lines represent the 643 
optimum quotas ranges expected with our cultures instantaneous growth rates. Opened 644 
circles represent control conditions, opened and closed triangles represent TA at 1x10
-5 
M 645 
and TA at 5x10
-5 
M respectively. Ctrl: control. TA: tannic acid. Values represent the mean ± 646 
SD; n = 3. A two-way ANOVA with a Tukey’s multiple comparisons test was used to 647 
compare the metal quotas between conditions (Results of statistical test are presented in 648 
table S1 of supporting informations). 649 
 650 
Figure 3: Metallophores production by Azotobacter vinelandii along the growth 651 
A,B. Protochelin and C,D. Azotochelin concentrations in supernatants of A. vinelandii 652 
cultures at OD 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 and 0.8 (Ratios [Mo]:[V] = 1:1 and 1:4 respectively). 653 
Ctrl: control. TA: tannic acid. Values represent the mean ± SE; n = 3. A two-way ANOVA 654 
with a Tukey’s multiple comparisons test was used to compare each metallophore 655 
concentrations per and between conditions along the growth and at each OD. Similar letters 656 
indicate no significant difference (P > 0.05). 657 
 658 
 659 
 660 
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Figure 4: Relative expression of nifD, vnfD and anfD during the exponential phase.  661 
Gene expression was measured by RT-qPCR; the housekeeping gene used for normalization 662 
was rpoD; and we obtained relative expressions with 2
-ΔCt 
calculations. 663 
A. Ratio [Mo]:[V] = 1:1. B. Ratio [Mo]:[V] = 1:4. Labeling of the graphs is identical on the 664 
left and right hand side. Ctrl: control. TA: tannic acid. Values represent the mean ± SD; n = 665 
3 or 4. A two-way ANOVA with a Tukey’s multiple comparisons test was used to compare 666 
the mRNA levels between conditions and along the growth. Asterisks indicate significant 667 
differences between the same genes in different conditions (* = P < 0.05, ** = P < 0.01, 668 
*** = P < 0.001). 669 
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Supporting information 1: Metal complexation by tannic acid 687 
Experimental procedure: Absorption spectra were recorded in quartz glass cuvettes 688 
between 200 and 800 nm, after additions of aliquots of a 1x10
–3
 M stock solution of Mo or 689 
V to a 1x10
-4
 M TA solution. 690 
   691 
 692 
 693 
 694 
Fig. S1: A. Tannic acid-molybdenum complexation spectra, B. Tannic acid-vanadium 695 
complexation spectra. Complexation was realized in a phosphate buffer at pH 6.56. 696 
 C. Job’s plot for Mo and V with tannic acid and for Mo with the metallophore protochelin. 697 
Normalized absorbance plotted against metals/ligands ratios at wavelengths corresponding 698 
to complexes formation.  699 
 270 
 
Supporting information 2: Results of statistical tests realized on cellular metal quotas 700 
Table S1: Statistics analyses
a
 of cellular metal quotas ratio Mo:V = 1:1 701 
 702 
OD620nm 0.05 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 
QFe TA 1 TA 2 TA 1 TA 2 TA 1 TA 2 TA 1 TA 2 TA 1 TA 2 TA 1 TA 2 
Ctrl *** ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
TA 1 / * / ns / ns / ns / ns / ns 
QMo             
Ctrl *** *** ns *** ns ** ns ns ns ns ns ns 
TA 1 / *** / *** / ** / ns / ns / ns 
QV             
Ctrl *** ** **** ns *** ns *** ns *** ns *** * 
TA 1 / *** / *** / ** / *** / ** / ns 
 703 
Table S2: Statistics analyses
a
 of cellular metal quotas ratio Mo:V = 1:4 704 
 705 
OD620nm 0.05 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 
QFe TA 1 TA 2 TA 1 TA 2 TA 1 TA 2 TA 1 TA 2 TA 1 TA 2 TA 1 TA 2 
Ctrl * ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
TA 1 / ns / ns / ns / ns / ns / ns 
QMo             
Ctrl ns ns ns ns ns * ns ns ns ns ns ns 
TA 1 / ns / ns / ns / ns / ns / ns 
QV             
Ctrl *** *** *** *** *** ** ** ns *** ns * ns 
TA 1 / *** / *** / ns / ns / ns / ns 
 706 
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a
Two-way ANOVA with a Tukey’s multiple comparisons test was used to compare each 707 
metal quota between conditions and along the growth. ns, no significant difference; *, P < 708 
0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.  709 
Abbreviations: Ctrl, control; TA 1, [TA] = 1x10
-5
 M; TA 2, [TA] = 5x10
-5
 M.  QFe, iron 710 
quotas; QMo, molybdenum quotas; QV, vanadium quotas. 711 
 712 
Supporting information 3: Vanadium uptake rates 713 
 714 
 715 
 716 
Fig. S2: Vanadium uptake rates between sampling times 717 
The V uptake can be quantified between sampling points using equations from Bellenger et 718 
al., 2011. V cellular quotas (molV molP
-1
) were transformed in V contents per cell through 719 
the relation between cell number and P content (1 cell = 1.8x10
-15
 molP). The relation 720 
between optical density and cell number (1 OD = 1.16x10
8
 cellules mL
-1
) allows to obtain 721 
V content in mol mL
-1
 and the number of cells formed between sampling times. From a 722 
sampling point to the next, we thus can calculate the V acquired per cell per time 723 
unit:(molV cell
-1
 min
-1
). Values represent the mean ± SD; n = 3. A two-way ANOVA with 724 
a Tukey’s multiple comparisons test was used to compare V uptake rates between 725 
conditions. 726 
 727 
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Supporting information 4: Acetylene reduction assay (ARA) along the exponential 728 
phase with the 1:1 Mo:V ratio 729 
 730 
Experimental procedure: ARA was realized by replacing 10% (v/v) of air by acetylene 731 
(C2H2) in a jar (250 mL) containing 10 mL of bacterial cultures along the exponential 732 
phase. Aliquots of air samples were collected after regular time interval and analyzed by 733 
gas chromatography (GC-8A, Shimadzu, Kyoto, Japan) to quantify ethylene (C2H4) and 734 
ethane (C2H6) formed. 735 
 736 
 737 
 738 
Fig. S3: ARA (left axis) and instantaneous growth rates (right axis) along the 739 
exponential phase 740 
 741 
Bars represent ethylene formed at different points of the log phase (early: OD = 0.1 and 0.2; 742 
mid: OD = 0.4 and 0.6; late: 0.8) for each condition. No significant ethane was detected in 743 
samples. Ctrl: control. TA: tannic acid. Values represent the mean ± SD; n = 3. A two-way 744 
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ANOVA with a Tukey’s multiple comparisons test was used to compare the amount of 745 
ethylene formed between conditions and along the log phase. Similar letters indicate that 746 
there was no significant difference between treatments. Symbols are instantaneous growth 747 
rates calculated for each sampling point. Values represent the mean ± SD; n = 3. Circles 748 
represent control conditions; down and up triangles represent TA (1x10
-5 
M) and TA (5x10
-5 
749 
M) respectively. 750 
 751 
Supporting information 5: primers list 752 
 753 
Table S3: primers used in quantitative PCR (5’-3’) 754 
 755 
Target Forward Reverse Origin 
nifD CGACGACTATGACCGGACCAT AGCCTGCAGTTTCTTCCAGCA 
(Bellenger et al., 2011) 
vnfD GGAAGACTTCGAGAAGGTCAT TATCCACGGCGGCCAGGTGGC 
anfD GTGCCAAGCACGTTATCGGG TCGTCTCCGATCAGCGCC This study 
rpoD GGGCGAAGAAGGAAATGGTC CAGGTGGCGTAGGTGGAGAA (Savli et al., 2003) 
 756 
